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PREFAŢĂ 


Lucrarea de față şi-a propus ca scop înarmarea tuturor 
celor interesați cu cunoștințele de. bază necesare practicii 
bacteriologice. Prima parte a lucrării este de bacteriologie 
propriu-zisă. Capitolele introductive cuprind o prezentare 
sintetică a celor mai importante momente de istoric, carac- 
terele generale care delimitează bacteriile de restul lumii 
microbiene şi o sumară trecere în revistă a principalelor 
însuşiri ale bacteriilor folosite drept criterii taxonomice. 
În continuare sînt descrise, folosind elemente de deter- 
minator, principalele specii bacteriene care interesează 
patologia veterinară. În a doua parte sînt cuprinse tebni- 
cile bacteriologice, insistindu-se asupra celor curente. Sint 
prezentate si principiile unor metode moderne, care n-au 
intrat încă în practica bacteriologicá veterinară din tara 
noastră, deoarece nu au încă o aplicaţie curentă, fornând 
obiectul unor foarte înguste specializări. Noi le-am men- 
ionat totuşi în scopul informării cititorului asupra sta- 
diului actual de tebnicitate în bacteriologie si a înțelegerii 
direcțiilor spre care tinde investigația bacteriologică in 
momentul de faţă. 

Va părea poate curios faptul că publicăm o bacteriolo- 
gte, separată de complexul de discipline incluse curent în 
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VEO PRICE TER HERI ETERNA DH PUT PRIN FO AI EC A a: 


atotcuprinzătorul termen generic de „Microbiologie“, dar 
considerăm că această formulă răspunde mai adecvat ce- 
rintelor actuale ale practicii de laborator. 

Intenţia noastră a fost de a ne adresa unui cerc cit mai 
larg de cititori care se ocupă cu bacteriologia veterinară, 
în primul rînd medicilor şi tehnicienilor care lucrează în 
laboratoarele județene veterinare, dar $i celor din teren 
interesaţi în probleme de etiologie a bolilor, apoi bacterio- 
logilor din alte domenii, care în activitatea lor au contin- 
gente cu speciile bacteriene patogene pentru animale, după 
cum şi studenţilor facultăţilor de Medicină Veterinară. 

La elaborarea lucrării am căutat să imbinám maxima ei 
utilitate cu o cît mai largă accesibilitate. În ce măsură am 
reuşit să ne materializăm aceste intenţii am dori s-o aflăm 
de la cei care au citit cartea şi au încercat să se servească 
de ea în munca de laborator. 

AUTORII 


CUPRINS 


PARTEA | 


Specii bacteriene patogene pentru animale și caracterele utile 
identificării lor 

Obiectul bacteriologici ina bea în si da ; 
Momente importante din istoricul bacteriologiei . : , 
Momente si personalităţi importante în dezvoltarea bac- 
teriologiei medicale şi veterinare în România . Zee m - 

Locul bacteriilor in cadrul lumii microbiene si caracteristicile lor 

Insusirile morfo-fiziologice care servesc la individualizarea 


bacteriilor ca entități taxonomice. 
Sistematica (taxonomia) bacteriană 
Clasa Schizomycetes : 
Ordinul Pseudomonadales 
Familia Pseudomonadaceae 
Genul Pseudomonas 
Genul Aeromonas 
Familia Spirillaceae . : : : . > 
Genul Vibrio : : > ; : ; 2 E 
Ordinul Eubacteriales : - = à E 
Familia Enterobacteriaceae 
Genul Escherichia 
Genul  Aerobacter 
Genul Klebsiella ; 
Genul Paracolobactrum 
Genul Erwinia : 
Genul Serratia 
Genul Proteus $ 
Genul Salmonella 
Genul Shigella ; f : 
Diferentierea enterobacteriaceelor 
Familia Brucellaceae 
Genul  Pasteurella 
Genul Bordetella 
Genul Haemophilus 
Genul Actinobacillus 
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Genul Moraxella 
Genul Sphaerophorus 
Genul Brucella 
Familia Micrococcaceae 
Genul Staphylococcus. | 
Genurile Micrococcus, Gaffkya și Sarcina 
Familia Lactobacillaceae 
Genul Streptococcus 
Genul Diplococcus 
Genul Lactobacillus 
Familia Corynebacteriaceae 
Genul Corynebacterium 
Genul Erysipelothrix 
Genul Listeria 
Familia Bacillaceae 
Genul Bacillus 
Genul Clostridium 
Ordinul Actinomycetales 
Familia Mycobacteriaceae 
Genul Mycobacterium . 
Familia Actinomycetaceae 
Genul Actinomyces 
Genul Nocardia 
Ordinul Spirochaetales 
Familia Treponemataceae 
Genul Borrelia 
Genul Leptospira 
Ordinul Mycoplasmatales 
Familia Mycoplasmataceae 
Genul Mycoplasma 
Ordinul Rickettsiales 
Familia Rickettsiaceae 
Genul Coxiella 
Genul Ehrlichia 
Genul Cowdria 
Familia Chlamydiaceae  . : : S t c 
Genul Chlamydia (Miyagawanella, Bedsonia, Pararicket- 
tsia) E ; : : A : : 3 : 


PARTEA A II-A 


Metode de examinare si identificare a bacteriilor 


Măsuri de protecţia muncii în laboratorul de bacteriologie . 


Metode de sterilizare 
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199 
201 


Norme generale privind recoltarea, pà 
ritelor materiale patologice în vederea examenului microbiologic 


Tehnica examinării caracterelor morfologice și tinctoriale ale 


bacteriilor . : t 


Metode de cultivare a bacteriilor . : 


Sterilizare prin agenţi fizici 


Sterilizare prin căldură uscată 
Sterilizare prin căldură umedă . 
Sterilizare prin raze ultraviolete 
Filtrarea . 3 


Sterilizare prin agenţi chimici ^. i à ; ; ; 
strarea și transportul dife- 


. . . E . " 


. . . . . . 


Examenul microscopic . y 
Examenul bacteriilor în stare vie 
Examenul bacteriilor în frotiuri colorate . j : 
^ Tehnica executării frotiului .e . : 
Metode de colorare a celulelor vegetative 
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in frotiuri 


Metode de colorare a sporului . ; j ; > 
Metode de colorarea capsulei . * . : ; : : 
Metode de colorare a cililor . : ; ; 


Determinarea dimensiunilor bacteriilor 


Generalităţi privind mediile de cultură . PEU, é 
Clasificarea mediilor de cultură . 3 2 s 
Medii de cultură . d i Y > 


Medii de cultură uzuale pentru bacteriile aerobe . - 
Medii pentru cultivarea brucelelor . : A $ 
Medii pentru izolarea bacteriilor Gram pozitive nespo- 
rulate (streptococi, stafilococi, micrococi, bacilul AS 
Medii pentru izolarea și examinarea unor proprietăți bio- 
chimice si de patogenitate ale stafilococilor . : : 
Medii pentru diagnosticul diferențial al enterobacteriaceelor 
Medii pentru izolarea salmonelelor . ; : c - 
Medii de diagnostic diferenţial între germenii din genu- 
rile Escherichia și Salmonella . . : . 
Mediul selectiv pentru izolarea speciei Vibrio fetus . — . 
Medii pentru cultivarea leptospirelor . .  . . 
Medii pentru cultivarea micoplasmelor . : : . 
Medii pentru cultivarea bacteriilor anaerobe . : : 
Izolarea bacteriilor în culturi . : ` ` 
Tehnica insámintárii bacteriilor 
Tehnica însămînțării din organe . : ^ : : 
Tehnica transplantírii . — . so c : : 
Tehnici de separare în culturi pure a bacteriilor din 
materiale care conţin o floră mixtă . 4 > 5 . 
Particularități privind izolarea bacteriilor anaerobe . 
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202 
202 
203 
205 
206 
209 


233 
234 
235 
235 
240 


240 


241 
243 
245 


248 
249 
250 
250 
251 
253 
253 
254 
257 


259 
261 


Examenul caracterelor culturale . i , 
Metode de punere în evidență a mobilității bacteriilor 
pe baza aspectului cultural A 
Metodele de conservare a tulpinilor bacteriene în colecţii 
Determinarea numărului de bacterii dintr-un produs 
Tehnica examinării caracterelor metabolice sau biochimice 
Reacţii de punere în evidență a activităţii enzimatice 
față de glucide și polialcooli . à i i 5 
Reacţii de punere în evidență a activităţii enzimatice 
faţă de substanţe organice ce conţin azot 
Teste prin care se pun în evidență fermenții bacterieni 
oxidanfi sau  reductori 
Teste prin care se pune în evidență posibilitatea 1 meta- 
bolizării anumitor substanțe . : ; ; 2 ; 
Teste biochimice complexe 
Tehnica pregătirii unor soluţii necesare pentru medii 
—— de cultură si teste biochimice . 
Determinarea sensibilităţii germenilor faţă de substanţe cu 
acțiune antibacteriană 
è Determinarea sensibilităţii pere ía de antibiotice 
estarea sensibilităţii bacteriilor față de sulfamide . : 
Metode de apreciere a activității antimicrobiene a subs- 
E tanfelor antiseptice și dezinfectante gi a toxicității aces- 
1 tor substanţe pentru țesuturi . : 
Metode folosite în studiul fenomenelor de en oi asia 
Metode de punere în evidență a bacteriocinelor 
@ Reacţiile serologice ; : : : 
= Reacţii de seroaglutinare . 
Reacţii de seroprecipitare 
Imunoelectroforeza 
Reacţia de fixare a complementului 
Imunofluorescenţa : 
Reacţia de B coseutralizare 
Conservarea serurilor 
Examenul patogenitátii bacteriilor à 3 
Tehnica infecţiei experimentale (bioproba) 
Tehnici de determinare a DLM şi DLso 


Animalele gormiree și gnotobiologia 
Norme generale ale conduitei stabilirii unui diagnostic bacteriologic 


“Index alfabetic . 
Bibliografie 


PARTEA 
| 
SPECII 
BACTERIENE 
PATOGENE 
PENTRU ANIMALE 
SI CARACTERELE 
UTILE 
IDENTIFICÁRII 
LOR 


OBIECTUL BACTERIOLOGIEI 


Bacteriologia este ramura microbiologiei, care se ocupă 
cu studiul bacteriilor. Ea are o parte teoretică — bacte- 
riologia generală — care se ocupă cu studiul proprietăți- 
lor comune tuturor bacteriilor, indiferent de niga lor eco- 
logică, și mai multe ramuri aplicative. 

Dintre acestea menţionăm: bacteriologia medicală, vete- 
rinară, agricolă, alimentară, marină, industrială etc. Fie- 
care din ele se ocupă de studiul speciilor bacteriene care 
au implicaţii în domeniile respective. 

Obiectul bacteriologiei veterinare îl constituie studiul 
speciilor bacteriene capabile să provoace îmbolnăviri la 
animalele domestice. 


MOMENTE IMPORTANTE DIN ISTORICUL 
BACTERIOLOGIEI 


— Antony van Leeuwenhoeck descoperă 
lumea microbiană cu ajutorul microscopului construit de 
el. Descrierea primelor bacterii se găseşte în lucrarea 
„Ârcana maturae ope microscopiorum detecta? comunicată 
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la Societatea Regală de Biologie di 1 i 
à Societatea T ¿ | gie din Londra în 1675 : 
üuparità la Delft în 1695. E 

— Ft idr ich Müller (in perioada 1773—1786) 
face prima încercare de clasificare a bacteriilor, subliniind 


faptul ca nu toate microorganismele sînt identice. Creează 
douà genuri: Vibrio si Monas. 


— Ferdinand Cohn ín 1872 creeaza termenul 
de bacterie şi împreună cu Ehrenberg desprind acest 
grup de microorganisme din regnul animal și argumen- 
tează Încadrarea lui în regnul vegetal, pe baza prezenței 
peretelui celular. 


— Louis Pasteur (1822—1892) face mai multe 
descoperiri hotáritoare pentru dezvoltarea ulterioară a 
microbiologiei si anume: stabilește natura microbiana a 
fermentaţiilor si, prin analogie cu ceea ce se întîmplă în 
cazul fermentaţiilor, fundamentează teoria microbiana a 
infecțiilor; infirmă definitiv teoria generației spontane cu 
dovezi experimentale incontestabile; descoperă şi descrie 
mai multe specii bacteriene (stafilococii, streptococii, vibri- 
onul septic); prepară mai multe vaccinuri de mare efi- 
cienta in profilaxia unor infecții microbiene la om si 
animale (vaccinul antiholeric aviar, anticărbunos şi anti- 
rabic). 

— Robert Koch (1843—1910) formulează cele- 
brele postulate prin care stabileşte in ce condiții un mi- 
crob poate fi considerat agentul etiologic al unei infecții; 
descoperă şi descrie mai multe specii bacteriene (bacilul 
tuberculozei, vibrionul holeric); descoperă starea de sen- 
sibilitate crescută a cobailor tuberculosi față de tuberculina 
(prima observaţie a unui fenomen de alergie); realizează 
mai multe inovaţii în tehnica bacteriologica, cum sint 
introducerea Ín practică a mediilor de cultură solide şi 
punerea la punct a conduitei de izolare a bacteriilor în 


culturi pure, 
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— Christian Gram introduce în 1884 metoda de 
colorare care îi poartă numele si care a ramas pînă astăzi 
tehnica de bază pentru examenele bacteriologice curente, 


— Perioada 1880—1900 este marcată prin izolarea Și 
descrierea celor mai importante microorganisme care 
produc infecții la om și animale: Esch Erich, 18852 
Escherichia coli; Nicolaier şi Kitasat o, 1884 — 
Clostridium tetani, Bruce, 1887 — Brucella melitensis; 
Nocard si Roux, 1898 — Mycoplasma mycoides. În 
1892, Ivanovski descoperă virusurile, microorganisme 
cu însuşiri morfo-biologice inferioare bacteriilor, iar în 
1898 Löffler şi Frosch primul virus animal (virusul 
febrei aftoase). 

Mecinikov în 1892 descoperă fenomenul de fago- 
citoza si fundamentează teoria celulară a imunităţi. 

— Babeş şi Lepp în 1889, apoi Behring si 
Kitasato 1890 prepară primele seruri imune și le in- 
troduc în practica terapiei și profilaxiei antiinfectioase. 

— Prin descoperirea salvarsanului de către Ehrlich 
in 1910 si a sulfamidelor de către Domagk în 1932 
se pun bazele chimioterapiei. 

— Prin descoperirea penicilinei de către Fleming 
în 1929, urmată de descoperirea a numeroase alte anti- 
biotice, se rezolvă practic problema tratamentului pentru 
un număr mare de boli infecțioase și îndeosebi al celor 
produse de bacterii. 

— Avery, pe baza cercetărilor întreprinse pe specia 
Diplococcus pneumoniae în 1944, stabileşte rolul deter- 
minant al ADN în ereditate. Această descoperire a marcat 
un moment deosebit de important pentru dezvoltarea ge- 
neticii moleculare moderne. 

— Dezvoltarea chimiei a făcut posibilă lărgirea con- 
siderabilá a studiilor de fiziologie bacteriana; apariția 
microscopului electronic (firma Siemens în perioada 
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1930—1940) a creat un nou și vast cîmp cercetărilor de 
morfologie; introducerea metodelor de lucru cu izotopi 
radioactivi a contribuit la elucidarea a numeroase pro- 
bleme privind infecția si imunitatea. | 


MOMENTE SI PERSONALITĂŢI IMPORTANTE 
iN DEZVOLTAREA BACTERIOLOGIEI MEDICALE 
SI VETERINARE ÎN ROMÂNIA 


— Victor Babeș creează școala de bacteriologie. ro- 
mânească. Printre descoperirile sale mai importante men- 
tionám incluziile Babeș-Negri din 1887 în turbare, seru- 
rile imune (împreună cu Lepp în 1889), babeziile, cor- 
pusculii de volutină din citoplasma bacilului difterie 
(corpusculii Babes-Ernst). Babes a elaborat peste 1 000 
lucrări ştiinţifice, 25 monografii şi, împreună cu Victor 
Cornil, este autorul primului tratat de bacteriologie 
apărut in 1883. Paralel cu activitatea ştiinţifică, a des- 
fágurat si o bogată activitate didactica, organizatorică 
şi obsteasca, conturindu-se ca o figură luminoasă de savant 
patriot. 

— Dintre savanții care ulterior au dezvoltat în mod 
strălucit școala de microbiologie medicală româneasca tre- 
buie menţionate personalităţile lui loan Cantacuz in 0 
(1863—1934), Constantin Ionescu-Mihàesti 
(1883—1962), Mihai Ciucă (1883—1969), Dumitru 
Combiescu (1887—1961), dar în domeniul virusolo- 
piei Constantin Leva diti(1874—1953) şi Stefan 
$ Nicolau (1896—1967). 

— Paul Riegler (1867—1936), elev al lui Victor 
Babes, este fondatorul scolii románesti de microbiologie 
veterinară. Introduce diagnosticul bacteriologic în prac- 
tica veterinară, organizează producţia preparatelor bio- 
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logice de uz veterinar, fondind Institutul Pasteur; desfá- 
soarà o bogata activitate științifică, remarcîndu-se lucră- 
rile privind bacilul morvei și începînd din 1900 conduce 
catedra de Anatomie Patologica și Microbiologie la școala 
de Medicină Veterinara. 

— Alexandru Vechiu (1890—1954) a fost con- 
tinuatorul lui Riegler la Institutul Pasteur și la catedra 
de Microbiologie. A fost printre primii care au adaptat 
virusul pestei porcine pe iepure. A desfășurat o activitate 
multilaterală. 

— Alexandru Ciucă (1880—1972) a fost elev 
al lui Cantacuzino si colaborator al lui Riegler; 
a adus contribuţii importante în probleme ca: infecția 
experimentală cu bacilul morvei la taurine, tipizarea viru- 
sului febrei aftoase prin RFC, tratamentul durinei cu neo- 
salvarsan etc. 


LOCUL BACTERIILOR ÎN CADRUL LUMII 
MICROBIENE SI CARACTERISTICILE LOR 


Bacteriile sint microorganisme unicelulare, apartinind 
regnului vegetal, deosebite de celelalte două grupe impor- 
tante de microorganisme (virusurile si ciupercile microsco- 
pice) prin caracterele arătate în tabelul 1 (pag. 16—19). 


ÎNSUȘIRILE MORFO-FIZIOLOGICE 
CARE SERVESC LA INDIVIDUALIZAREA 
BACTERIILOR CA ENTITĂŢI 

TAXONOMICE 


Morfologie. Toate speciile bacteriene se găsesc în na- 


tură sub formă vegetativi, Unele specii au posibilitatea ca 
in anumite condiții de mediu să sporuleze. 
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Caracterele diferenţiale între bacterii, 


Grupul de 
Caracterul pa ; d 
diferențial virusi 
Tipul de organizare morfo-biologică | Subcelular 
Conținutul in acizi nucleici Un singur acid nucleic (ADN sau 


ARN) 


Organizarea materialului nuclear | Acidul nucleic constituent al geno- 


mului viral este acoperit de cap- 
sidă 


Particularități privind citoplasma | Nu au 


Structura invelisului Constituit din capsidă şi la unele 
virusuri din capsidă şi peplos. 
- Structura învelișului este predo- 
minant proteică 


Echipamentul enzimatic necesar | Nu au echipament enzimatic pro- 
proceselor vitale : priu. Folosesc echipamentul en- 
zimatic al celulei gazdă 


Raporturile ecologice cu organis- | Parazitism intracelular obligato- 
mul gazdá riu si absolut 


virusuri si ciuperci microscopice 


TABELUL 1 


microorganisme 


Bacterii 


Ciuperci microscopice 


Celular 


Celular 


Ambii acizi nucleici (ADN gi ARN) 


Ambii acizi nucleici (ADN și ARN) 


ADN dublu catenar, constituit 
dintr-o singură moleculă, se gă- 
seşte în citoplasmă, fără să fie 
delimitat de o membrană proprie 
(tip procariot) 


Nucleu delimitat de membrană 
proprie, la fel ca la organismele 
superioare (tip eucariot) 


Din citoplasmă lipsesc mitocondri- 
ile si reticulul citoplasmatic 


Citoplasma contine mitocondrii si 
reticul citoplasmatic 


Constituit din membrană citoplas- 
matică și perete celular, în care 
predomină o glucopeptidă. Unele 
bacterii secretă, în unele condiții, 
un al 3-lea strat al învelișului 
(capsula) 


Constituit din membrană și perete 
celular, care conține unii com- 
ponenti absenti la bacterii (chi- 
tiná, glucan, manan) 


, Au echipament enzimatic propriu 


Au echipament enzimatic propriu 


Un număr limitat de bacterii sint 
parazite intracelulare obligatorii 
Restul bacteriilor 
parazite, epifite sau sapro- 


(rickettsiile) A 
pot fi 
fite 


Pot fi parazite, epifite sau sapro- 
fite 


Caracterul 
diferențial 


Grupul de 


Virusuri 


Modul de reproducere 


Obligator în celula gazdă, por- 
nind de la genomul viral ca model 


Stări posibile de existență în na- 
tură 


Dimensiuni în microni 


Volumul în microni 


Virion-virus complet. Virus ve- 
getativ-virus in forma de multi- 
plicare intracelulará. Provirus-ge- 
nom viral integrat in cromozomul 
celulei gazdá 


0,008—0,3 


Sensibilitatea la antibiotice 


Insensibile 


Celula vegevazivă este constituită dintr-un înveliș si 
un conţinut. Invelişul la rîndul lui este compus dintr-o 
membrană citoplasmatică, componentă obligatorie și perma- 
nent prezentă la toate bacteriile, un perete celular prezent 


permanent la toate bacteriile 


cu excepţia micoplasmelor 


si capsula, un înveliș suplimentar, facultativ, elaborat de 
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TABELUL 1 (continuare) 


microorganisme 


Bacterii 


| Ciuperci microscopice 


Independent, pornind de la an- 
samblul integrat al constituentilor 
celulari, prin sciziparitate, rare- 
ori prin înmugurire; tot rareori 
diviziunile celulare sînt precedate 
de procese sexuate (conjugare) 


Prin multiple forme: diviziune bi- 
nară (creşterea vegetativă a mi- 
celiului), prin înmugurire (mai ales 
levurile) şi prin spor. Sporul ca 
celulă specializată reproducătoare 
este deseori rezultanta unor pro- 
cese sexuate 


Celulă (formă) vegetativă — obli- 
gatorie. Spor — ca formă de con- 
servare-numai la unele specii 


Thal (miceliu)-spor ca celulă re- 
producătoare 


0,4—15 lungime / 0,1—3 grosime 


1—20 lungime / 1-5 grosime 


1—5 microni? 


20— 50 microni? 


Sensibile 


Sensibile la alte antibiotice, decît 


cele la care sînt sensibile bacte- 
riile 


un număr limitat de bacterii 
diti de mediu. Conţinutul este cons 
ȘI material nuclear (aparat nuclear 


ŞI numai în anumite con- 
"tuit din citoplasmă 
sau nucleoid). Cito- 


Plasma în stare de gel contine diferite granule (ribozomi, 
granule lipoidice de glicogen, de amidon, de acid poli- 


beta-hidroxibutiri c, 


de polimetafosfat, de pigment si la 


Hj 
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Fig. 1 — Anatomia celulei baoteniene (re- 
prezentare schematică): 


1 — material nuclear; 2" — citoplasmă; 3 — ti- 
bozomi; 4 — membraná citoplasmatică ; 5 — me- 
zozom; 6 — perete celular; 7 — capsulă; 8 — 


cil; 9 — granulă bazală; 10 — pili 


bacteriile ciliate, granule bazale care servesc ca puncte de 
insertie cililor) Materialul nuclear nu este delimitat de 
membrană si este format dintr-o singură moleculă de ADN 
care constituie un singur cromozom. Unele specii bacteriene 
posedă organite pe suprafața celulei. Organitele sint cilii 
sau flagelii şi pilii sau fimbriile. 
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Fig. 2 — Anatomia sporului: 
1 — sporoplasmă; 2 — membrană; 3 — cortex; 4 — tunici; 5 — 
exosporium 


La speciile sporogene celula vegetativă se poate trans- 
forma în anumite condiții în spor (sporogeneza), iar acesta 
la rîndul lui se poate transforma în celulă vegetativă 
(germinare). Sporul este o formă de conservare, incapa- 
ila de multiplicare, format din material nuclear $i cito- 
plasmà (sporoplasmà), un invelig intern (cortexul), unul 
extern. pluristratificat (tunicile). La unele specii sporul are 
un înveliș suplimentar facultativ — exosporium. 

Criteriile morfologice utile în practica identificării bac- 
teriilor sînt următoarele: 

Forma — Bacteriile pot avea formă sferică sau ovală — 
coc; ușor alungită — cocoidă; alungită scurtă cu capetele 
rotunjite — coco-bacilară; alungită dreaptă, de bastonas, 
cu capetele tăiate drept sau rotunjite — bacil; alungită, 
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incurbată în formă de virgulă — vibrion; alungita spira- 
lată — spirochet. 

Dimensiunile — Bacteriile mici au 0,1—1—2 microni/ 
0,1—1 micron, cele mijlocii 2—3 microni/0,1—1 micron, 
cele mari 3—10—15 microni/1—3 microni. 

Gruparea — La numeroase specii bacteriene, nu se în- 
tilneşte un mod de grupare caracteristic. Există însă cazuri 
cînd, datorită neseparănii celulelor consecutiv diviziunii, 
rezultă anumite moduri de grupare care constituie deseori 
caractere foarte importante pentru diferenţierea speciilor. 
Principalele grupări intílnite în cazul cocilor sînt: diplo- 
cocul, streptococul, tetrada, sarcina și stafilococul, iar în 
cazul bacililor: diplobacilul, streptobacilul, filamentul (ra- 
reori ramificat, la un număr foarte limitat de specii), gru- 
parea în grilaj sau palisadă și cea în grămezi neregulate 
(latere chinezeşti). 

Prezența sau absenţa cililor ca organite de mișcare. Din 
punct de vedere al numărului și modului de dispunere 
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8 Fig. 3 — Forme posibile la bacterii: 
I — coc sferic; 2 — coc oval; 3 — cocobacil; 4 — coco- 

I ^N bacil cu aspect bipolar; 5 — bacil fin; 6 — bacil gros cu 

capete rotunjite; 7 — bacil gros cu capete retezate ; 8 — 
vibrion; 9 — spirochet cu spirale mari; 10 — spirochet cu 


spirale mici 
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Fig. 4 — Modul de grupare la bacterii: 


1 — diplococ; 2 — streptococ; 3 — tetrada-sarcina ; 4 — sta- 
filococ; 5 — diplobacil; 6 — grupare diplo în unghi; 7 — 
streptobacil; 8 — filament; 9 — filament cu citoplasma gra- 
nulară; 10 — filament ramificat (foarte rar la bacterii) ; 11 


— grupare în grilaj (palisadă); 12 — grupare neregulată de 
bacili (literă chinezească) 


a cililor pe suprafaţa celulei bacteriene se deosebesc urmá- 


toarele situaţii posibile: absența totală a cililor — atricha; 
un singur cil polar — monotricha; cîte un cil la ambii 
poli — amfitricha; un smoc de cili la unul din poli — 


lofotricha; numeroşi cili pe toată suprafaţa celulei bacte- 
riene — peritricha. 

Posibilitatea celulei de a capsula ín anumite condiţii 
de mediu. Majoritatea speciilor capsulogene sînt capsulate 
în organism şi necapsulate în culturi pe medii obişnuite. 

Prezenţa sau absenţa sporului şi caracteristicile acestuia. 
La speciile aerobe rata de sporulare este în concordanța 
directă cu gradul de aerare al mediului, iar la cele anae- 
robe cu strictepea condiţiilor de anaerobiozà. Sporul are 
o formă rotundă sau ovală, poate fi situat central, sub- 
terminal, terminal sau lateral — excentric: În funcție de 

raportul. dintre diametrul transversal al sporului s cel 
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Fig. 5 — Numărul şi tipuri de dispunere a cililor pe 
suprafața. celulei bacteniene: 
1--——'atricha 2 == monotricha ; 3 — amfitricha ; 4 — lofo- 


tricha; 5 — peritricha 


TED 


7 2 d 4 5 

Fig. 6 — Diferite poziţii ale sporului în raport cu celula 
vegetativà: 

1 — spor central cu diametrul transversal mai mic decît al celulei 

vegetative; 2—5 — Spor cu diametrul transversal mai mare decit al 

celulei vegetative; 2 — central; 3 — subterminal; 4 — terminal ; 


5 — lateral (asimetric) 


al celulei vegetative, aceasta poate suferi diferite defor- 
mart. 

Proprietățile (afinitátile) tinctoriale ale bacteriilor re- 
prezintă posibilitatea de a fixa și reține diferite substanțe 
colorante. În acest sens, interesează în primul rînd Gram- 
pozitivitatea (capacitatea de a reține violetul de gentiana 
sub acțiunea decolorantă a alcool-acetonei) sau Gram-ne- 
gativitatea (absenţa acestei proprietăți). Comportarea bac- 
teriilor în cadrul coloraţiei Gram depinde de structura 
peretelui celular (predominența glucopeptidei în peretele 
celular este responsabilă de Gram-pozitivitate, în timp 
ce structura mai complexă în care intra și componenți 
lipidici, iar mucopeptida se găseşte situată mai profund 
şi în strat discontinuu, este determinantă pentru Gram- 
negativitate). O altă proprietate tinctoriala care se ia în 
considerare la identificarea unor bacterii este acidorezis- 
tenta (capacitatea de a reține fucsina sub acțiunea deco- 
lorantă a acizilor), proprietate mai accentuată pentru 
genul Mycobacterium şi mai redusă pentru genul Nocardia 
şi ordinul Rickettsiales. Bacteriile lipsite de perete celular, 

cum este cazul micoplasmelor, sînt în general greu colo- 

rabile. 

Variaţiile caracterelor morfologice în cadrul unei specii 
pot privi forma (polimorfism sau pleomorfism) sau pier- 
derea unor particularităţi morfologice care constituie un 
atribut al normalului pentru specia respectivă (capsula, 
cili, sporul). 

Condiţiile de cultivare şi caracterele culturale. Marea 
majoritate a bacteriilor, cu excepția rickettsilor, care ca 
şi virusurile sînt parazite intracelulare obligatorii, sint 
cultivabile pe medii inerte. Bacteriile se multiplică prin 
sciziparitate, rareori precedată de un proces sexuat (con- 
jugarea). 
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În practica izolării și cultivării bacteriilor se iau în 
considerare următoarele proprietăți: 

Tipul respirator care poate fi: aerob, anaerob (strict 
sau facultativ) si microaerofil. 

Mediul de cultură adecvat pe care este posibilá culti- 
varea, condiţionat de nevoile nutritive ale speciei. 

Temperatura optimă (pentru majoritatea speciilor pato- 
gene este 37°C). 

Timpul sau viteza de dezvoltare (pentru majoritatea 
speciilor 24 ore). 

Aspectul cultural reprezentind modificările macrosco- 
pice ale mediilor lichide și caracterele coloniilor de pe 
suprafața sau din profunzimea mediilor solide (vezi 
pag. 266). 

Principala variaţie privind caracterele culturale pe medii 
solide este disocierea în forme S (smoth) cu suprafața 
netedă, lucioasă si margini regulate și R (rough) cu supra- 
fata aspră și marginile neregulate. Fenomenul acesta este 
intilnit la numeroase specii bacteriene si este deseori core- 
lat cu variaţia unor însușiri esenţiale ale bacteriilor (struc- 
tura antigenicá, patogenitatea etc.). 

Proprietăţile metabolice sau biochimice reprezintă ex- 
presia în cadrul practicii bacteriologice a echipamentului 
enzimatic, în general constant pentru o specie. Bacteriile 
patogene sînt toate chemotrofe si își realizează toate pro- 
cesele vitale cu ajutorul unui echipament enzimatice propriu. 
Posibilităţile de folosire a anumitor surse plastice şi ener- 
getice de carbon, modalităţile de metabolizare a acestora, 
după cum Și anumite procese enzimatice legate de respi- 
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rage, formează obiectul a numeroase reacții sau teste 
biochimice (vezi pag. 276), care asamblate in scheme 
minimale sau maximale de diagnostic constitule criterii 
prețioase de identificare. 
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Variagile privind caracterele biochimice se refera la 
pierderea sau dobîndirea anumitor enzime, ceea ce moti- 
vează crearea de variante sau chimiotipuri în cadrul unor 
specii bacteriene. 

Structura antigenică. Bacteriile au o structură antige- 
nică complexă. În cadrul unei specii se deosebesc antigeni 
somatici sau O (din corpul bacterian), antigeni flagelari 
sau H (din cili), antigeni capsulari, sporali etc. În gene- 
ral, structura antigenică este specifică pentru o specie bac- 
teriană. Există însă gi înrudiri antigenice între specii 
bacteriene mai apropiate sau mai îndepărtate, după cum și 
deosebiri antigenice în cadrul aceleiași specii. Astfel, în 
cadrul unor specii por fi diferențiate mai multe grupe, 
serotipuri şi chiar subserotipuri, subdiviziuni de o deose- 
bitá importanță practica în taxonomie si practica identifi- 
cării unor specii (salmonele, streptococi, leptospire etc.). 
Pentru diferenţierea serologică a bacteriilor se alege reac- 
tia adecuată de la caz la caz (pag. 515). 

Sensibilitate față de anumiţi factori fizici, chimici sau 
biologici. 

Temperatura. Celulele vegetative sint distruse la 50 
—60*C; sporii la 120°C căldură umedă şi 180*C căldură 
uscată; temperaturile joase au în majoritatea cazurilor 
o acţiune conservantă. 

Razele ultraviolete au efect bactericid. 

Dezinfectantele si antisepticele acţionează prin diverse 
mecanisme, în general bactericid. : 

Chimioterapicele si antibioticele pot acţiona bacteriostatic 
sau bactericid. Antibiograma prezinta deseori interes in 
adoptarea conduitei terapeutice in infecțiile bacteriene. 


i Bacteriocinele sau. colicinele au acţiune litica, dar nu 
i şi-au găsit încă o sferă de aplicabilitate în practica bacte- 
E riologicá curentá. 

E Bacteriofagii au efect litic, consecutiv multiplicării lor 
j în celula bacteriană și sînt folosiţi în identificarea unor 
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specii prin test fagic (Brucella abortus, Bacillus antbracis) 
sau a unor lizotipuri în cadrul unor specu tipabile fagic 
(stafilococii, salmonelele etc.). - 
Patogenitatea este un atribut esenţial pentru speciale 
care intră în sfera de preocupări a bacteriologiei veterinare. 
Problemele de interes practic pentru identificare sînt: 


Gazda natural receptivá, stabilită pe baza speciei ani- 
male de la care se izolează tulpina a cărei identificare se 
impune. 

Animalele de laborator, sensibile la infecția experimen- 
talà şi caracterele acesteia, care servesc deseori la determi. 
narea calitativă sau cantitativă a patogenității (prin DLM 
sau DL). 

Evidenţierea mecanismelor patogenităţii. Toxinele se de- 
celează de obicei prin inocularea filtratelor culturilor în 
medii lichide de diverse vechimi. În unele situaţii, intere- 
sează numai anumite fracțiuni toxice prin metode în vitro 
(hemolizinele,  lecitinaza etc.) sau i7 vivo (enterotoxina 
stafilococică). 

Proprietăţile imunogene sînt legate de structura antige- 
nică. Ele se cercetează numai în situaţiile în care se pune 
problema selecționării unor tulpini necesare preparării 
unor vaccinuri. 


SISTEMATICA (TAXONOMIA) BACTERIANĂ 


Primele încercări de clasificare a microorganismelor apar- 
țin lu Müller (1786), care împarte bacteriile în două 
grupe: Vibrio și Monas şi lui Ehrenberg (1838) al 
cărui sistem include un număr mai mare de entități taxo- 
nomice. Cohn (1872), încadrează primul bacteriile în 
regnul vegetal și propune o clasificare în care principalul 
criteriu este forma. 
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Propunerile de sistematică bacteriană care au urmat și 
care au avut o pondere mai mare în practica bacteriologică 
au fost următoarele: M i gu la (1894, 1895 si 1900), L e h- 
mann s Neumann (7 ediţii, dintre care ultima în 
1927), Chester (1901), Buchana n(1216, 1917, 1218) 
s Bergey (4 ediţii — prima în 1923 — ultima în 1956). 
Bergey moare în 1937 si un colectiv editorial își asuma 
responsabilitatea continuării, completării și actualizării edi- 
țiilor unmătoare sub titlul ,Bergey's, Manual of Deter- 
minative Bacteriology“. De la moartea lui Bergey au 
mai apărut încă 3 ediţii, ultima fiind publicată în 1957. În 
prezent este în pregătire ediţia a 8-a. Sistematica din manu- 
alul lui Bergey este astăzi aproape unanim acceptată. 
În tara noastră, Stamatin, 1957, propune o grupare a 
bacteriilor pe criterii morfologice (formă, proprietăți tinc- 
torale, sporogeneză), care îndeplinește condiţiile unui foarte 
bun ghid didactic, fără a avea pretențiile unei sistematici. 
Determinatoare cuprinzind propuneri originale de clasi- 
ficare a bacteriilor, care alături de manualul lui Bergey 
se găsesc astăzi în circulaţie în unele țări sint: clasificarea 
lui Krasilnikov (1961), a lui Prévot (1961) şi a 
lu Topley si Wilson (1964). Folosirea lor este însă 
relativ limitată. Aliniindu-ne uzantei care întrunește astăzi 
majoritatea adeziunilor, vom folosi (cu mici excepţii) ordi- 
nea și denumirea entităţilor taxonomice din ultima ediție a 
manualului lui Bergey (1957). ^ 
Din punct de vedere al nomenclaturii, în bacteriologie, 
spre deosebire de virusologie, este definitiv înrădăcinată 
nomenclatura binară latină cu toate cá în vocabularul 
curent de laborator se mai folosesc uneori și nume comune 
(de ex.:colibacil, bacilul cărbunelui etc.) sau nume în care 
locul principal îl ocupă cel al autorului care a descoperit 
bacteria respectivă, (ex.: bacilul lui Koch, bacilul lui Preisz- 
Nocard etc,). 
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O dificultate care apare uneori în practica bacteriologică 
este existența mai multor denumiri latine pentru aceeași 
specie bacteriană în funcţie de inspirația diferiților autori 
de a da sau de a folosi una sau alta din aceste denumiri 
(de ex.: Shigella equirulis sau Actinobacillus equuli; Clos- 
tridium perfringens sau Clostridium welchi etc.). Uneori, 
numărul sinonimiilor pentru o specie nu se rezumă la 2 
sau 3, fiind mult mai mare. Nu ne-am putut permite să 
menţionăm pentru fiecare bacterie toate sinonimele din de- 
terminatoare, rezumîndu-ne numai la cele mai uzuale. 


Redàm în tabelul 2 (pag. 31) încadrarea în sistematica 
din manualul lui Bergey 1957 a genurilor cuprinse în 
prezenta lucrare. 


CLASA SCHIZOMYCE TES 


ORDINUL PSEUDOMONADALES 
FAMILIA PSEUDOMONADACEAE 


Genul Pseudomonas 
Specia Ps. aeruginosa (Ps. pyocyanea) 


Numele comun: bacilul piocianic (bacilul puroiului albas- 
tru). 

Gazda receptivá si infecția naturală: produce, singur sau 
în asociaţie cu alte bacterii, la om și diverse specii animale, 
infecţii, de cele mai multe ori locale, deseori purulente 
(puroiul are o nuanţă albastrá-verzuie datorită pigmentu- 
lui elaborat de bacterie). Uneori, poate produce infecti 
septicemice cu caracter enzootic la păsări — pseudomonoza 
aviară (Stoenescu și col, 1955) si sporadic la purcei 
(Dorofeev, 1964, Secas i u, 1969). iM 

Surse de izolare: puroiul din leziuni (abcese, plagi intec- 
tate), cadavre în putrefacție, fecale, ape poluate ete. 
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TABELUL 2 


Pozitia in clasificarea din »Bergey's Manual of Determinative 
Bacteriology^ a genurilor care formeazá obiectul capitolelor 


următoare 


Clasa 


Ordinul 


Familia 


Genul 


Schizomyce- 
tes 


Pseudomo- 
nadales 


Pseudomonadaceae 


Pseudomonas 
Aeromonas 


Eubacteria- 


les 


Spirillaceae 


Vibrio 


Enterobacteriaceae 


Escherichia 
Aerobacter 
Klebsiella 
Paracolobactrum 
Erwinia 
Serratia 

Proteus 
Salmonella 


Brucellaceae 


Pasteurella 
Bordetella 
Brucella 
Haemophilus 
Actinobacillus 
Moraxella 
Sphaerophorus 


Micrococcaceae 


Staphylococcus 


Gaffkya 
Sarcina 


Lactobacillaceae 


Diplococcus 
Streptococcus 
Lactobacillus 


Corynebacteriaceae 


Corynebacterium 
Listeria 
Erysipelothrix 


Bacillaceae 


Actinomy- 


cetales 


M ycobacteriaceae 


Bacillus 
Clostridium 


Mycobacterium 


Clasa Ordinul Familia Genul 


Actinomyce- | Actinomycetaceae | Actinomyces 


cetales Nocardia 
Spirochae- Treponemataceae Borrelia 
tales Leptospira 


Mycoplas- | Mycoplasmataceae | Mycoplasma 


matales 
Micro- Rickettsia- | Rickettsiaceae Rickettsia 
tatobiotes les 


Chlamydiaceae Miyagawanella 


Examen microscopic direct: neconcludent. 
Condiţii de cultivare: bulion, agar, condiţii aerobe sau 
anaerobe, 24 ore la 37*C. 


Identificare 


Morfologie: cocobacil, 1,5 microni lungime și 0,5—0,6 
microni diametrul transversal. Necapsulat, slab mobil (1—3 
cili), nesporulat, Gram negativ. 

Caractere culturale: bulion — turbiditate intensa, depo- 
zit abundent uşor omogenizabil, peliculă la suprafaţă, une- 
ori pigment spre suprafaţa mediului; agar — colonii rotun- 
de, neuniforme, semitransparente, pigmentate. 

Pigmentul: majoritatea tulpinilor elaboreazà un pigment 
verde-albástrui (piocianina), din grupa fenazinelor, ceea ce 
reprezintă o caracteristică a speciei; pigmentogeneza este 
favorizată de prezenţa Oo; în cazul absenței O2 pigmentul 
este elaborat sub formá de leucoderivat incolor. Piocianina 
este solubilă în cloroform care se colorează în albastru. În 
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urma acidifierii se coloreaza în roșu datorită formării hemi- 
piooianinei, insolubila în cloroform. Fluoresceina (pigment 
verde-gălbui) elaborată de alte numeroase specii din genul 
Pseudomonas se deosebește de piocianină prin insolubilita- 
tea ei în cloroform. 


Proprietăți biochimice: nu produce indol și nici H3S. 
Proprietățile zaharoliuice sînt foarte reduse. Din 357 tulpini 
examinate de Cristea (1971), 26,52% au fermentat 
net glucoza şi alte 28,969/, au produs numai o slabă acidi- 
fiere. Lactoza a fost fermentată în proporție de sub 1% 
din totalul tulpinilor. După Bergey (1957), frueroza, 
galactoza, arabinoza, maltoza, zaharoza, dextrina, inulina, 
elicerolul, manitolul si dulcitolul pu sint fermentate. Pro- 
duce hemoliza, reduce nitrații, lichefiaza gelatina, reduce 
albastrul de metilen si roşul neutru, hidrolizează ureca si 

produce catalază. 


Proprietăţi antigenice: prin reacţiile de aglutinare si 
seroprecipitare pot fi diferenţiate 9 grupe serologice. La 
animale, predomină serotipurile deje» Is tea CE9ZE) 
stabileste prezenţa la păsări a serotipului 8, absent la cele- 
lalte specii animale. După același autor, tulpinile izolate 
din sacul prepuţial al taurilor aparțin serotipului 7: 

Lizotipie: Meitert (1965) propune o schemă de lizoti- 
pie pentru tulpinile de origine umană, stabilind existența 
a 10 grupe fagice care includ 83 lizotipuri. Cristea 
(1971) găsește această schemă adecvată tulpinilor de ori- 
gine animală ȘI o completează cu alte 26 lizotipuri confir- 
mate de Meitert ca lizotipuri noi. 

Sensibilitatea la antibiotice si chimioterapice: cele mai 
active sulfamide sint marfanilul, sulfanilamida si sulfatia- 
zolul, iar sulfametazina, talazolul și sulfaguanidina sint 
inactive (Cristea, 1971). Dintre antibiotice sint active 
ipolimixina B, streptomicina, megamicinul si tetraciclina. 
Penicilina este inactivă, 
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TABELUL 3 


Caracterele diferenţiale între principalele specii de Pseudomonas 


si col. 1970) 


Specia 
Testul diferențial Ps. Ps. Ps. Ps. 
aeruginosa | fluorescens | syncyanea denitrificans 
Temperatura optimă de 37*C 
dezvoltare (0—42%C)| 20—25*C| 25°C 25°C 
Hemoliza + (+) 
Sinteza piocianinei (+) — zi. d 
Sinteza fluoresceinei + Æ + a$ 
Gelatinoliza + V V e! 
Comportarea față de lap- 
tele turnesolat AP Alc ACP — 
Indol EE Mz = D 
HS = = Ll 2 
Reducerea nitratilor + + Age E 
Glucozá SL Er E 
Fructozá (+) = | 
Galactozá (+) e 
Arabinozá (+) == 
Trehalozá (+) $e 
Manozá (+) = 
Xilozá (+) Sat 
Patogenitate pentru ani- | pentru — —— — 
male de laborator mai mul- | 
te specii | | 
mai 
Structură antigenicá multe sint antigenic distincte de 
tipuri Ps. aeruginosa 


Legendă: + > pozitiv, — = 
Alc = alcalinizare, A 


negativ, (+) = 
acidifiere, C * 


de regulă pozitiv, V = variabil, 
coagulare, P peptonizare 
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Patogenitate: animalele de laborator sensibile sint coba- 
iul, soarecele, sobolanul, iepurele. In urma inocularii intra- 
peritoneale cu doze de 0,2—0,5 ml cultura în bulion, apar 
peritonite acute după 1—2 zile de la inoculare. Infecția 
experimentală are pondere redusă pentru diagnostic. 

Diferentierea de alte specii din genul Dido ate Din 
cele 149 specii cuprinse în determinatorul lui Bergey 
(1957), speciile fața de care se impune mai frecvent dia- 
enosticul diferențial sint: Ps. fluorescens, Ps. syncyanea, 
Ps. denitrificans (tabelul 3). 


Genul Aeromonas 
Specia A. punctata (Pseudomonas punctata) 


Gazda receptivá si infecția naturală: peşti, batracieni și 
alte animale cu sînge rece. Produce hidropizia roșie a 
crapilor, boală cu caracter enzootic, care apare uneori în 
crescătorii. Asupra altor factori microbieni sau de mediu 
care ar interveni în declanşarea acestei boli există discuții. 


Surse de izolare: sîngele si organele peştilor bolnavi de 
hidropizie; alți pești, broaşte etc. la care pare să se 
găsească pe suprafața mucoaselor ca epifit (Scurtu, 
1957), apa. 

Examen microscopic direct: neconcludent. 

Condiţii de cultivare: bulion, agar, condiții aerobe sau 
anaerobe, 24 ore la 37*C. 


Identificsre 


Morfologie: cocobacil, polimorf, 1—1,5 microni lun- 
gime și 0,7 microni diametru transversal. Necapsulat, 
mobil (un singur cil dispus polar), nesporulat, Gram ne- 
gatiy, 
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; Caractere culturale: bulion — turbiditate intensa, uni- 
formā, necaracteristică; agar — colonii rotunde, mari, 
neuniforme, opace, cu suprafața neteda și lucioasa, margini 
regulate, nepigmentate. | 

Din punct de vedere morfologic și cultural exista o 
evidentă asemănare cu Escherichia coli. 

Proprietăţi biochimice: fermenteaza giucoza, zaharoza, 
galactoza, maltoza, manoza si manitolul; nu fermenteaza 
lactoza; majoritatea tulpinilor produc indol si H3S, sînt 
hemolitice și gelatinolitice. 

Patogenitate: experimental este patogen pentru șoarece 
pe cale intraperitoneală și pentru pești prin inoculare în 
cavitatea generală, nu și pe cale orală sau cutanata (cultu- 
rile adăugate in apa acvariului nu reproduc infecția). 


Diferentierea de alte specii din genul Aeromonas: În 
manualul lui Bergey sînt menționate încă 3 specii de 
Aeromonas (A. liquefaciens, A. hydrophila şi A. salmoni- 
cida), faţă de care principalul criteriu de diagnostic dife- 
rental îl constituie patogenitatea pentru crap. 


FAMILIA SPIRILLACEAE 
Genul Vibrio 
Specia V. fetus (Campylobacter fetus) 


Gazda receptiva şi infecția naturală: taurine si ovine. 
Produce vibrioza (avort cu Vibrio). 

Surse de izolare: diferite organe ale avortonilor (sto- 
macul glandular, pulmon, ficat), învelitori fetale, mucus 
cervical; de la masculi, spermă şi lichid preputial. 

Examen microscopic direct: în conţinutul stomacului 
glandular, în lichidele fetale se observa între lamă și 
lamelă germeni foarte mobili. În cazul masculilor, se reco- 
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manda examenul depozitelor obținute din centrifugarea 


serului fiziologic cu care se fac spălături prepuriale. 


Condiţii de cultivare: medii speciale — agar cu sînge, 
bulion cu ser, bulion cu ficat larozzi cu ser, medii selec- 
tive capabile să inhibe alta floră bacteriană prezentă în 
vagin sau prepufiu (ex.: vezi pag. 249). Pentru izolare, 
incubarea trebuie făcută la 37*C timp de mai multe zile 
(3—7 zile) în condiții anaerobe. O atmosferă îmbogăţită 
în CO, (10—20%0) influenţează favorabil adaptarea bac- 
teriel pe medii de cultură. După mai multe treceri, tulpi- 
nile se dezvoltă Într-un timp mai scurt și devin mai to- 
lerante faţă de oxigen. Viabilitatea în culturi a tulpinilor 
recent izolate este relativ scurtă, fiind necesară trans- 
plantarea saptaminala. Tulpinile de laborator rezista un 
timp mai îndelungat. 


Identificare 


Morfologie: bacterii ușor incurbate sau în forma de ,5^, 
dimensiunile sînt de 1,5—5 microni/0,2—0,5 microni. La 
tulpinile vechi, de colecție, apar forme lungi spiralate. 
Deseori, citoplasma prezintă un aspect granular. Germenul 
este necapsulat, mobilitatea este accentuată si se datorește 


unui singur cil dispus polar (monotricha), nesporulat, Gram- 
negativ. 


Caractere culturale: în medii lichide aspectul este ne- 
caracteristic. Pe suprafața mediilor solide se dezvoltă co- 
lonii cu diametrul de 1—2 mm, cu suprafața neteda şi 
lucioasă, semiopace, cu o uşoară nuanţă albastrie. 

Proprietăţi biochimice: nu produce indol; nu fermen- 
tează glucoza, levuloza, lactoza, galactoza, zaharoza, mal- 
toza, trehaloza, rafinoza, dextrina, inulina, salicina, ma- 
nitolul, dulcitolul și sorbitolul; nu lichefiazà gelatina; 
datele de literatură privind comportarea față de laptele 
turnesolat sînt contradictorii; nu produce hemolizá, nu hi- 
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drolizează ureea; reduce nitrații în nitriți. Exista diferente 
între tulpini privind producția de H2S şi de catalaza, după 
cum si din punct de vedere al comportării față de alte 
teste (dezvoltarea în mediul cu Bacto-thiol, toleranța fața 
de glicina, toleranța față de bilă etc). Pe baza acestor 
diferenţe, unii autori deosebesc mai multe grupe sau tipuri. 
Astfel Kayser (1959) consideră existența a 3 grupe, 
iar Fletcher si Plastridge (citati de Merchant 
şi Packer, 1967) a 4 grupe biochimice distincte. 

Structura antigenicá: ca la celelalte bacterii ciliate, Vibrio 
fetus posedă antigeni O si H. Pe baza aglutinărilor încru- 
cigate pot fi deosebite mai multe tipuri. Astfel, Price si 
col., 1955, deosebesc 4 serotipuri bovine si unul ovin. Se 
pare că există nrudiri antigenice între Vibrio fetus şi 
Brucella abortus, atestate de posibilitatea reacţiilor în- 
crucigate între antigeni Vibrio fetus si seruri Brucella 
abortus. 

Metodele de diagnostic serologic al vibriozei, cele mai 
adecvate, sint reacțiile de aglutinare a unei suspensii de 
Vibrio fie cu ser, fie cu mucus cervico-vaginal. Mucusul 
vaginal se recoltează cu ajutorul unui tampon care se menz 
ține în fundul vaginului timp de 30 minute. Apoi se scoate 
se cântărește, se adaugă ser fiziologic formolat 0,19/o, în 
proporție de 12,5 ori greutatea tamponului. Se lasa 24 ore, 
apoi se stoarce tamponul, se centrifugheazá lichidul, iar 
supernatantul este utilizat pentru aglutinare. 

Rezultate bune se obtin şi prin reacția de hemaglutinare 
indirectă cu hematii de oaie sensibilizare în prealabil prin 
contact cu extracte de Vibrio fetus. 

Rezistenţa: factorii fizici şi chimici acţionează la fel 
ca în cazul tuturor bacteriilor nesporulate. Dintre antibio- 
tice, cel mai activ este streptomicina. 

Patogenitatea: factorii patogenităţii nu sint studiați în 
suficientă măsură. Dintre animalele de laborator, cele mai 
sensibile sînt femelele gestante de cobai si hamster la 
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care principala manifestare a infecției experimentale este 
avortul însoțit de leziuni edematoase congestive și hemo- 
ragice. Infecția experimentală este de asemenea posibila 
pe embrioni de găină. 

Diagnostic: Linsert gi col. (1970) propun urmatoarea 
schemă de diagnostic etiologic al vibriozei: 


Material de examinat 


| 


Însămînțăn în bulion 
ficat Kau-Tarozzi 
Incubare 2—3 zile 


la 37%C 


Însămînţări pe agar- 
in plici Petri Incu- 
bare la 37"C în at- 
mosferá de CO, 
10—200/0 


ES 


Examen între lamă 


| 


Aglutinare cu mucus 
cervical 


şi lamelă 2—5 zile 
negativ 
Bulion ficat 
| | = 
Examen mi- Producție de Producţie Aglutinare 
croscopic H2S de catalază lentă 


Vibrio bubulus este considerat de unii autori ca o specie 
aparte, de alţii ca o variantă a speciei Vibrio fetus. În 
determinatorul Bergey, 1957, nu 


este omologat ca 
nece Principalele caractere care diferențiază Vibrio bu- 


ulus de majoritatea tulpinilor apartinind tipului clasic 
de Vibrio fetus sînt: producţia de catalază negativa, pro- 
ducția de HS pozitivă, toleranța la bilă negativa, tole- 


ranta la gliciná pozitivă si structura 


antigenică distincta. 


Majoritatea autorilor consideră Vibrio bubulus nepatogen. 


Specia V. jejuni (Campylobacter jejuni) 


Gazda receptivá si infecția naturală: produce enterite 


la taurine (mai ales la tineret). 
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Surse de izolare: conţinut intestinal si lichid de spalare 
a mucoasei intestinale. 

Condiţii de cultivare:  însămînțări pe agar—singe sau 
agar la care se adauga ţesut renal proaspăt. Condiţiile 


optime de cultivare sînt cele microaerofile 


la tempera- 
tura de 37,5%. 


Identificare 


Germenul este foarte asemănător din punct de vedere 
morfologic, cultural si biochimic cu Vibrio fetus, de care 
este diferentiabil numai serologic. Este nepatogen pentru 
animale de laborator. 


Specia V. coli (Campylobacter coli) 


Gazda receptivá şi infecția naturală: produce dizenteria 
la porc. 

Surse de izolare: suprafața mucoasei colonului porcilor 
morti în urma dizenteriei produse de această bacterie. 

Condiţii de cultivare: agar—singe în condiţii de anaero- 
bioză în atmosferă de CO» 15%/0. 


Identificare 


Morfologic si cultural este asemănător cu Vibrio fetus. 
Reacționează negativ la majoritatea testelor biochimice. 
Unele tulpini produc catalază si reduc nitrații în nitriţi. 


Specia V. metschnikovii 


Gazda receptivă şi infecția naturală: poate fi patoge 
pentru păsări, la care produce o gastroenterita. 


Mw 


Surse de izolare: organele păsărilor infectate. 
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Condiţii de cultivare: aerob, creşte pe medii 
(bulion, agar), la temperatura camerei. 


uzuale 


Identificare 


Din punct de vedere morfologic este asemanator cu ce- 
lelalte specii de Vibrio. Aspectul cultural se caracterizeaza 
prin formarea unei pelicule fine la suprafața bulionului, 
pe care-l tulbură, iar pe suprafața agarului prin forma- 
rea de colonii mici rotunde, cu suprafaţa lucioasă, de 
culoare gălbuie. Din punct de vedere al proprietăților bio- 
chimice fermentează fără producție de gaz glucoza si lac- 
toza; produce indol, reduce nitrații în mitriti, lichefiază 
gelatina, acidifică și coagulează laptele turnesolat. Expe- 
rimental este patogen pentru porumbel si cobai, iar în 
doze mari si pentru iepure și șoarece. 


Peckham (1958), Hoffstad (1958) în S.U.A., 
Moga Mîinzat (1969) si Elias (1971) în ţara noastră, 
descriu tulpini de Vibrio, deocamdată neomologate ca specie, 
izolate de la galinacee cu leziuni de hepatita necrotica. 
Aceste tulpini diferă de Vibrio metscbnikovii prin aceea cà 
sînt microaerofile, nu cresc pe medii obișnuite, fiind sero- 
file, nu produc indol, sint nezaharolitice şi nepatogene 
pentru porumbel și nici pentru cobai. Se izolează în bune 
condiții pe embrioni de gaina. 


Specia V. piscium 


Se izolează de la pești, la care produce o infecţie cu 
un grad de contagiozitate ridicat. Morfologic nu se deo- 
sebeste de celelalte specii. Este aerob, anaerob facultativ. 
Temperatura optimă de cultivare este de 18—20*C. Tul- 
bură bulionul, cu constituirea unei pelicule la suprafață. 
Formează pe agar colonii de tip S, rotunde, avind o cu- 
loare gălbuie, semitransparente. Produce indol si HS. Este 
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lipsit de proprietăţi zaharolitice, coagulează laptele, reduce 
Aa, et : 

nitrații în nitri. Este patogen experimental pentru 
broaste. 


Specia V. comma (V. cholerae) 


Este patogen pentru om, la care produce holera, boala 
originară din Asia, cu putere foarte mare de difuziune, 
transmisibilà prin contact direct, prin apă si alimente, 
poluate cu fecalele bolnavilor. Mustele pot fi vectori. A 
produs epidemii și pandemii în trecut. Astăzi este can- 
tonati sub formă de focare endemice în Asia. Este ne- 
patogen pentru animale. 


ORDINUL EUBACTERIALES 
FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE 


Genul Escherichia 


Specia E. coli 


Numele comun: colibacil. 
Gazda receptiva, infecția naturală: colibaciloza la om 


v 


si animale are diferite manifestări clinice: la om — infecti 
intestinale, uro-genitale, peritonite, meningite; la tineretul 
bovin, porcin şi cabalin — gastroenterite, septicemii; la 
bovinele şi la ovinele adulte — mamite, avort; la porcinele 
adulte — gastroenterite, boala edemelor (edemul gastro- 
intestinal); la tineretul aviar — colibaciloza; la păsările 
adulte — granulomatoza colibacilară. Formele cele mai 
grave cu evoluţie enzootică se întîlnesc la tineretul specii- 
Jor amintite. 

Surse de izolare, Animale: diferite organe (ganglionii 
mezenterici), secreții, exsudate (lichid peritoneal, pleural), 
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conținut intestinal, abcese, os lung. Alte materiale: ali- 
mente (lapte etc.), apă. Servește ca indice igienico-sanitar 
pentru aprecierea gradului de poluare a apei, laptelui si 
altor produse lactate. 


Examen microscopic direct: bacil, cocobacil Gram ne- 
gativ fără grupari caracteristice, uneori colorat bipolar. 
Examenul microscopic direct nu este concludent. 

Condiţii de cultivare: este aerob, anaerob facultativ; 
temperatura de 37,5°C si pH 7 sînt optimale. Mediile 
cele mai adecvate pentru izolare sînt bulionul, agarul, 
după cum si Întreg arsenalul de medii speciale pentru 
enterobacteriacee (pag. 243—248). 


Identificare 


Morfologie: bacil, 1—4 microni lungime, 0,2—0,5 mi- 
croni grosime, polimorfism accentuat; nesporulat, necap- 
sulat, mobil (cili dispuşi peritrih), Gram negativ,. frecvent 
bipolar. ! 


Caractere culturale: medii lichide — turbiditate intensa, 
uneori inel la suprafaţă, în culturi vechi depozit abun- 
dent uşor omogenizabil Agar — colonii de dimensiuni 


variabile (2—6 mm diametru), opace, nepigmentate, su- 
prafața netedă, margini regulate. Pe medii diferențiale 
aspectele sînt diferite în funcție de mediul folosit (vezi 
tabelul nr. 4). Culturile degajă miros de amoniac. 


Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, galactoza, 
lactoza, maltoza, arabinoza, xiloza, ramnoza si manitolul, 
inconstant zaharoza, rafinoza, salicina, esculina, dulcitolul 
Și glicerina. 

Nu lichefiază gelatina, produce indol, nu produce EbS, 
roşu metil pozitiv, Voges Proskauer negativ, nu utilizează 
citrarii ca sursă de carbon, reduce nitrații în nitrip nu 
hidrolizează ureea, acidifică şi coagulează laptele. Unele 
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TABELUL 4 


Aspectul coloniilor de E. coli pe unele medii de 
diagnostic diferential 


Mediul Culoarea mediului Culoarea coloniilor 
ediu la preparare de E. coli 
Drigalski Violet Rosu 
Endo Necolorat Rosu 
Gassner Verde Albastru 
Negricioase cu luciu 
E.M.B. Violet etalic 


ciine. 


Din punct de vedere al comportării faţă de zaharoză 
se pot deosebi în cadrul speciei E. coli, două variante: 
E. coli communis-zaharoza — si E. coli communior — za- 


haroza +. 


Proprietățile antigenice: E. coli posedă mai multi anti- 


gen1: 


— antigeni somatici sau antigeni O — sínt antigeni de 
grup, pe baza cărora specia este împărțită în grupe sero- 


logice. Se cunosc pînă în prezent 150 antigeni O; 


— antigeni flagelari sau antigeni H — aproximativ 50; 
e. E TT A 

— antigeni de suprafaţă sau antigeni K — sînt repre- 

zentafi prin mai multe fracții antigenice deosebite, care 

nu coexistă la aceeași tulpină, se comportă diferit faja de 


factori fizici şi chimici și sînt notate cu literele: L 


geni de înveliș (aproximativ 30); B — antigeni de înveliş 
(peste 20); A — antigeni capsulani (la formele capsulate 


de E. coli). 
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tulpini sînt hemolitice față de globulele roșii de cal si 


E. 


În cadrul speciei E. coli se deosebesc, pe baza structurii 
antigenice, mai multe grupe $i subgrupe serologice notate 
cu litere sau cifre. | EL 

Tulpinile de E. col; patogene, care se izoleaza din gas- 
troenterite de la om, posedă antigen D şi sint notate prin 
numărul antigenului de grup urmat de numărul antige- 
nului de înveliș (de exemplu: 0111B5; OssBs; O28B6 etc.). 

Identificarea serologică a tulpinilor de E. col; de origine 
animală se opreşte deseori la antigenul de grup. In țara 
noastră, între tulpinile izolate din infecții cu £. coli de la 
animale, au fost semnalate următoarele serotipuri: la vaci 
cu mamita, O3 Ogg; la viței, Os Oa, 017, Os; la 
porci, Og; Oq, O, Oga, Os; O1; la pasari, O, O», Oz, 
Os, Os, O73, Os. SE 

Tüpizarea serologica a colibacililor se face prin reacția 
de aglutinare pe lamá, in tub sau prin imunofluorescenta 
cu ser polivalent pentru identificarea speciei şi cu seruri 
monovalente pentru identificarea serotipurilor. 

Pentru determinarea antigenilor somatici „O“ se folosesc 
culturi încălzite două ore şi jumatate la 100°C, pentru 
antigenii „H“ culturi în bulion formolate, iar pentru an- 
ügenW de suprafaţa „K“ se folosesc culturi vii. 

Rezistenţa: rezistă luni de zile în mediul extern (sol, 
apa etc.), timp de o oră la 55°C, 15—20 minute la 60°C. 
Sensibil la dezinfectante uzuale (fenol, sublimat, cloramină) 
şi coloranţi din grupul trifenilmetanului (verde briliant, 
verde malahit). 

Faţa de antibiotice se comportă diferit; este rezistent 
fața de penicilină datorita elaborării de penicilinazà si în 
general sensibil faţa de antibiotice extrase din diferite specii 
de Streptomyces (streptomicina, cloramfenicol, aureomi- 
cină), 

În laborator se conservă bine în agar moale sub oleu de 
parafină la +4°C (2—3 ani). 

Patogenitatea se datorește toxicității şi mai puţin viru- 
lengei, S-au pus în evidență: o exotoxiná termolabili, cu 
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acţiune neurotoxica pentru animale de laborator; o endo- 
toxina de natură ¡proteica relativ termolabilà care pro 
voaci enterită hemoragică si leziuni viscerale şi o endoto- 
xină de natură glucido-lipidică insolubilă, termostabilă, 
care ünoculatà intravenos la cobai si șoarece provoacă 
enterită acută. 

De interes practic este idecelarea fracțiunii enterotoxice, 
determinată genetic de o plasmidă transferabila. Entero- 
toxina poate fi pusa în evidență prin testul ansei ligatu- 
rate de iepure (De și Chatter 1612231 

Culturile integrale de E. coli, inoculate intravenos Sau 
intraperitoneal la 1epure, şoarece, pot produce moartea 
animalelor. 

Stabilirea responsabilitápii E. col; într-un proces pato- 
logic din care se izoleazá, cu exceptia colibacilozelor care 
evoluează enzootic la tineret, este deseori dificila, dato- 
rita raspindirii ubicvitare a bacteriei si a caracterului 
neconcludent si neconcordant al testelor de care practica 
bacteriologica dispune pînă astăzi pentru aprecierea pato- 
genităţii tulpinilor. Tinind seama de gradul lor de rela- 
tivitate, testele de patogenitate mai frecvent utilizate sînt: 
serotipia, examenul activităţii hemolitice față de hematiile 
de cal, evidenţierea enterotoxinei, colicinogenia și colicino- 
sensibilitatea (tulpinile izolate din procese patologice sînt 
mai frecvent colicinogene, în timp ce tulpinile provenind 

din medii naturale sînt mai frecvent colicinosensibile) si 
testul de aglutinare a spermatozoizilor de cíine. 


Specia E. freundii (Citrobacter freundii) 


Gazda receptivă, infecția naturală: bacteria se găseşte în 
mod normal în intestinul omului si animalelor. În anumite 
condiţii poate deveni patogenă și determina infecţii intesti- 


nale. | 
Sursa de izolare: sol, apa, conținut intestinal om, ani- 


male. 
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Condiţii de cultivare: aerob, anaerob facultativ; tempera- 
tură optimă de dezvoltare 30— 37°C. 


Identificare 


Morfologie: bacili scurţi, extremități rotunjite, izolați, 
perechi sau lanțuri scurte, nesporulaji, necapsulați, mobili, 
Gram negativi. 

Caractere culturale: medii lichide — tulbura mediul uni- 
form; medii solide — colonii netede, ludioase, cenușii. 

Proprietăţi biochimice; fermenteazà glucoza, fructoza, 
galactoza, arabinoza, xiloza, rafinoza, lactoza, maltoza, 
manoza, ramnoza, trehaloza, glicerolul, manitolul si sorbi- 
tolul, inconstant salicina, dulcitolul, adonitolul și 1mozito- 
lul; în general, nu produce indol, produce H3S, utilizeaza 
citraţii ca unică sursă de carbon, reduce nitrații, nu des- 
compune ureea; reacția rogului de metil este pozitivă, reac- 
ţia. Voges Proskauer negativă. 

Poziţia în sistematică: E freundü a fost încadrată in 
1932 de către Werkmann și Gillen (cit. Bergey, 
1957) în genul Citrobacter, definit de autori prin posibi- 
litatea izar citratului de sodiu ca sursă unica de car- 
bon. În determinatorul Berge y, 1957, bacteria nu. este 


însă considerată ca un gen aparte, ci ca o specie în cadrul 
genului Escherichia. 


Genul Aerobacter 
Speciile: A. aerogenes, A. cloacae 


Surse de izolare: lapte, apă, canal, sol, fecale. 

Condiţii de cultivare: se dezvoltă pe medii uzuale, aero- 
be, temperatura optimă fiind 30—37*C. Posibilitatea mul- 
tiplicării la 45°C este un criteriu diferenţial faţă de E. coL. 
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Identificare 


Morfologie: bacili de 1—2 microni lungime $1 0,5—1 mi- 
cron grosime, izolați, Gram-negativi. A. aerogenes este 
frecvent capsulat si imobil, iar A. cloacae mobil și necap- 
sulat. 

Caractere culturale: medii lichide — tulbură mediul, for- 
mează peliculă la suprafață și depozit la fundul eprubete, 
degajă miros fecaloid; medii solide — colonii convexe lu- 
cioase, adesea mucoide la A. aerogenes, albe ca portelanul 
la A. cloacae. 

Proprietăţi biochimice: sînt rezumate în tabelul 5 


TABELUL 5 
Caracterele biochimice ale speciilor A. aerogenes şi A. cloacae 
D H 
x3 xi AS 9 x 
ASS a E E E cep em zem 
Specia O3 EO E sei dass galg E 2 
Emi a o BEP|S. O O g 
o "NS ala ala |esalo|a|az [o 
răi 
A. aerogenes Ep Ve + E al a o 
| 
= = 
A. cloacae ME gs es — +| E 
t 


; x 3 

Patogenitate: sînt bacterii nepatogene, dar sint luate in 
considerare alături de E. coli ca indicatori 1gienico-sanitari 
ai contaminării apelor cu fecale. 


Genul Klebsiella 


Specia Kl. pneumoniae 


Gazda receptivă gi infecția naturală: patogena pentru om 


și animale, La om, produce pneumonii pleurezii, angine, 
rinite, otite, septicemii, infecții urinare, La animale — 
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pneumonii, mamite la bovine, pneumonii urmate de septi- 
cemii la cobai. 

Surse de izolare: pulmoni din cazuri de pneumonie loba- 
rà, secreția glandei mamare în cazuri de mamite. 

Examen microscopic direct: bacili Gram negativi colorați 
bipolar. În frotiuri colorate cu Giemsa se observă capsula. 

Condiţii de cultivare: aerob, anaerob facultativ; tem- 
peratura optimă de dezvoltare este de 37°C; se cultivă pe 
medii uzuale. Pastrate la temperatura camerei și întuneric, 
tulpinile sînt viabile timp de mai multe luni. 


Identificare 


Morfologie: bacil avînd 1—2 microni lungime, 0,8 mi- 
croni grosime, cu capetele rotunjite, izolat sau în grupări 
diplo, capsulat, neciliat, nesporulat, Gram negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — tulbură mediul, în 
majoritatea cazurilor formează la suprafaţă un inel gros 
mucos, prin învechire mediul devine filant, uneori chiar 
gelatinos. Medii solide — colonii mari (3—6 mm), opace, 
cu suprafaţa lucioasă, bombate, confluente; se preling pe 
suprafața agarului în cazul poziţiei verticale a tuburilor. 
Datorita caracterului difluent al coloniilor în lichidul de 
condensare a culturilor vechi, se acumulează o masă mu- 
coasă. 

Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, lactoza, za- 
haroza, maltoza, salicina, arabinoza, ramnoza, xiloza, mani- 
tol, adonitol, inozitol, sorbitol si inconstant dulcitol. Nu 
produce indol și nici H2S; reacția Voges Proskauer in ge- 
neral este pozitivă, cea a rogului metil negativă; foloseşte 
citratul de sodiu ca sursă de carbon; reduce nitrații; des- 
compune inconstant ureea. 

Proprietăți antigenice: pe baza antigenilor somatici O si 
a antigenilor capsulari K, s-au identificat în cadrul speciei 
mai multe grupe serologice, Din cauza dificultăţilor tehnice 
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datorite capsulei groase, existentă la majoritatea tulpinilor, 
antigenul somatic este greu decelabil prin examen serologic. 
De aceea, practic serotipul se determină pe baza antigenu- 
lui capsular (Bergey, 1957). 

Rezistenţa: tulpinile sint sensibile la acțiunea antisepti- 
celor în concentraţii uzuale si la temperaturi peste 55°C. 
Antibioticele cele mai active faţă de Klebsiella sînt aureo- 
micina, teramicina, polimixina, mai puţin active streptomi- 
cina si cloramfenicolul si inactive penicilina si sulfamidele. 

Patogenitatea se datoreşte virulenței $i toxicității. În 
condiţii experimentale, este patogenă pentru animale de 
laborator: şoarece, cobai, iepure. La șoarece inocularea unei 
doze mici de cultură sau material patologic pe cale subcu- 
tanati duce la moartea animalului în 12—48 ore. Cobaiul 
inoculat intraperitoneal moare în 20 ore—9 zile. lepure:e 
este mai rezistent; inocularea intravenoasă determină la 
această specie localizări în diferite organe. 

Alte specii din genul Klebsiella. În determinatorul B e r- 
gey, în acest gen mai sînt incluse două specii: Klebsiella 
ozaenae si Kl. rhinoscleromatis, ambele patogene pentru 
om. Merchant, în „Veterinary Bacteriology and Viro- 
logy din 1967, prezintă și o specie patogenă pentru ani- 
male, Klebsiella genitalium descrisă de E d w ar d în 1926, 
care se izolează din cervix, uter si ganglionii ingvinali de 
la cabaline. Consecutiv infecţiei cu această bacterie, se in- 
stalează deseori o sterilitate permanentă. Această specie are 
următoarele proprietăţi biochimice: fermentează lactoza, 
zaharoza, rafinoza, xiloza, salicina, glicerolul şi adonitolul, 
nu fermentează inulina, nu produce indol, este roşu meul 
negativă, Voges Proskauer pozitivă, reduce nitrații, nu li- 
chefiază gelatina, foloseşte citratul de sodiu ca sursà unici 
de carbon, se dezvoltă abundent în laptele turnesolat pro- 
ducînd o acidifiere și coagulare. În condiţii experimentale, 
această specie este patogena pentru cobai si iepuri producind 
o infecţie mortală în 12—24 ore. 
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Genul Paracolobactrum 


Specia P. arizonae 


Gazda veceptivă şi infecția naturală: produce infecţii 
septicemice la puii de curcă, gastroenterite si avort la oi 
si uneori enterite la om. Se găsește în intestin la om, 
animale domestice, reptile, pasari. 

Surse de izolare: fecale, probe de sol, apa. 

Condiţii de cultivare: se cultivă pe medii uzuale, aerobe, 


se dezvoltă la 225235690; 


Identificare 


Morfologie: bacil de 2—4 microni lungime, 0,6—0,7 mi- 
croni grosime, nesporulat, necapsulat, mobil (mobilitatea 
este mai accentuată la 22*C), Gram negativ. 

Caractere culturale: asemănătoare cu ale salmonelelor 
(vezi pag. 60). 

Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, lactoza (in 
timp variabil, în general lent), salicina, nu fermentează 
zaharoza, dulcitolul, inozitolul. Produce H2S abundent, nu 
produce indol, nu hidrolizează ureea. Reacţia roșului metil 
este pozitivă, reacţia Voges Proskauer negativà. Reduce 
nitrații în nitrifi, utilizează citratii ca unică sursă de carbon, 
lichefiază gelatina lent. Fermentarea zaharurilor şi reacția 
Voges Proskauer sînt influențate de temperatură; unele 
tulpini dau reacții pozitive la 20—30°C si negative la 37°C. 

Structura antigenică: posedă antigeni somatici si flage- 
lari, dintre care unii sînt înrudiţi cu antigenii salmonelici. 

Alte specii: în manualul Ber gey, în afarà de P. arizo- 
nae sint descrise încă trei specii: P. aerogenoides, P. inter- 
medium si P. coliforme. Speciile din genul Paracolobac- 
trum au o poziţie intermediară între Escherichia şi Salmo- 
nella, Ele sînt cunoscute și sub numele de grupul Arizona. 
Ca argument pentru încadrarea lor într-un gen aparte de 
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Escherichia, s-a luat comportarea faţă de lactoză, pe care 
o fermenteazà mai lent. 


Genul Erwinia 
Specia E. amylovora 


Gazda receptiva si infecția naturală: în general toate 
speciile din genul Erwinia sînt fitopatogene, dar secretă o 
pectinază găsită uneori în alimente (M o ssel, 1962). Spe- 
cia E. amylovora este ¡patogena pentru numeroase plante 
din familia Rosaceae. Deşi considerate nepatogene pentru 
animale, totuși a fost semnalată prezența bacteriilor din 
genul Erwinia atît in fecalele oamenilor cü-tulburári gastro- 
intestinale (Diego Suarez,cit. Popoviciși Lazăr, 
1964), cit si in fecalele de la animale sau produse alimen- 
rare de origine animală (Popovici și Lazar, 1964). 

Surse de izolare: plante, mai rar fecale de animale, pro- 
duse alimentare de origine animală. 

Condiţii de cultivare: creşte pe medii sintetice care con- 
gin (NHPO; (serveşte drept sursă de azot) si diferite 
substanţe hidrocarbonate, cît și pe medii uzuale (bulion, 
geloza). Se dezvoltă la temperaturi de 25—30*C, maxi- 
mum 37°C, pH optim 8,8. 


Identificare 


Morfologie: germen coco-bacilar, 0,7—1 micron grosime 
și 0,9—1,5 microni lungime, izolat sau perechi, lanţuri 
scurte, necapsulat, nesporulat, Gram negativ, mobil (cili 
dispuși peritrich), 

Caractere culturale; medii lichide — mediul tulbure cu 
peliculă fină granulară; medii solide — colonii rotunde, 
albe-cenușii, lucioase, margini neregulate, 
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Proprietăți biochimice: fermentează glucoza, zaharoza, 
arabinoza, manoza, fructoza, maltoza, rafinoza, salicina; 
nu fermenteazà xiloza, ramnoza, dulcitolul; fermenteazá 
inconstant lactoza si galactoza. Utilizeaza sărurile acidului 
citric, nu produce acetilmetilcarbinol, nu reduce nitrați, nu 
dezintegrează ureea, nu produce indol. 

Patogenitate: Popovici şi Lazar (1964) cercetind 
patogenitatea a 4 specii din genul Er winia (£. atrosep- 
tica, E. carotovora, E. aroidea şi E. cytolitica) pentru iepuri, 
şoareci, cobai si porci, constată că tulpinile studiate s-au 
dovedit a fi patogene. Dintre speciile examinate, E. caro- 
tovora a fost deosebit de patogena provocind după inocu- 
lare intraperitoneala la șoarece, cobai, șobolan și porc septi- 
cemii mortale; celelalte specii au produs numai intoxicații 


mortale. 


Genul Serratia 
Specia S. marcescens (Bacillus prodigiosus) 


Este un germen nepatogen, care se dezvoltă uneori pe 
suprafața unor alimente sub forma unor pete roşii (datorită 
pigmentului). 

Surse de izolare: alimente, sol, apă. 

Condiţii de cultivare: medii uzuale; aerob, anaerob facul- 
tativ; temperatura optimă de dezvoltare 25— 30°C. 


Identificare 


„Morfologie; bacil scurt, deseori sferic, 0,5—1 micron lun- 
gime, 0,5 microni grosime, izolat sau grupat în lanțuri 
scurte, mobil (la 20—25*C), necapsulat, nesporulat, Gran: 
negativ, 

Caractere culturale: medii lichide — 
uneori formează un inel sau o peliculă roşie 
depozit granular; agar — colonii netede, lucioase, 


bulionul tulbure, 
la suprafața: 
^ 

in 3—41 
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zile se colorează în roșu-portocaliu sau roșu intens, pigmen- 
togeneza este favorizată de temperatura de 25—30% 
(nu pigmenteazà la temperaturi peste 35°C). 

Proprietăți biochimice: fermenteaza glucoza, lactoza, 
zaharoza, dextroza, maltoza, manitolul, nu fermenteaza 
ramnoza, dulcitolul, nu produce indol, lichefiază gelatina, 
reduce nitrații, reacția Voges Proskauer pozitivă, reacția 
roşului metil negativă. 


Genul Proteus 


Speciile: Pr. vulgaris, Pr. mirabilis, Pr. morganii, Pr. rettgeri, 
Pr. inconstans 


Gazda receptiva si infecția naturală: în general, sînt ger- 
meni saprofiți, nepatogeni. Sint bacterii de putrefacție. Pot 
produce uneori infecţii purulente la om si animale, enterite 
la pui de găină (Pr. rettgeri), gastroenterite și toxiinfectii 
alimentare la om. 

Surse de izolare: material patologic, abcese, diverse orga- 
ne, fecale, conţinut intestinal, alimente, materiale intrate în 
putrefacție, apă, sol. 

Condiţii de cultivare: se dezvolta pe medii uzuale la 
temperaturi între 10 şi 43°C, temperatura optimă fiind de 
34—37%C; aerob-anaerob facultativ. 


Identificare 


Morfologie: bacil de 1—3 microni lungime, 0,5—1 mi- 
cron grosime, uneori filamente pinà la 20 microni lungime, 
nesporulat, necapsulat, foarte mobil (numerosi cili dispuşi 
peritrich), Gram negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — tulbură uniform 
mediul, uneori formează o peliculă fină (Pr. vulgaris, Pr. 
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mirabilis) sau un depozit viscos (Pr. rettgerz); medii solide 
— variantele imobile produc colonii rotunde; variantele 
mobile prezintă fenomenul de roire (insamingat într-un 
punct invadează toată suprafaţa). Fenomenul de roire 
poate fi inhibat prin adăugare la mediul de cultură a 
diferitelor substanțe (acid boric 0,1%/0, sulfatiazol 0,020/0, 
alcool 1—6%o, azid de sodiu 1/5000—1/10 000, ser anti- 
proteus etc.). 

Proprietăţi biochimice: toate speciile fermentează glu- 
coza, fructoza, galactoza și nu fermentează lactoza, dulci- 
tolul si dextrina. Cele 5 specii de Proteus se pot diferenția 
pe baza proprietăţilor biochimice (vezi tabelul 6). 


Proprietăţi antigenice: variantele mobile conțin antigeni 
O şi H, cele imobile numai antigeni O. Pe baza structurii 
antigenice, s-au constituit grupe serologice, deosebindu-se 
de exemplu la speciile Proteus vulgaris și Proteus mirabilis, 
30 grupe. Unele tulpini de Proteus, în special tulpina Pro- 
teus O X49, au antigeni comuni cu Rickettsia prowazekii; 
de aceea, serul oamenilor bolnavi de tifos exantematic aglu- 
Tinează asemenea tulpini. Reacţia de aglutinare cu Proteus 
OX, se folosește curent în diagnosticul tifosului exante- 
matic (reacția Weil-Felix). 

Rezistenţa: la 60°C căldură umedă rezistă timp de o 
oră, la temperatura laboratorului 1—2 luni, la acţiunea 
fenolului 19/; — 30 minute. Dintre antibiotice este sensibil 
la kanamicină, cloramfenicol, rezistent față de penicilina, 
tetraciclina și polimixina B. 

. Patogenitate: toate speciile au o slabă capacitate de 
invazie, totuși pot produce uneori septicemii (semnalate la 
om în special după introducerea tratamentelor cu antibio- 
tice), Patogenitatea se datorește în parte componentelor 
toxice (s-au pus în evidență o exotoxină şi o endotoxina). 

în condiţii experimentale, în special tulpinile izolate din 
abcese, sînt patogene pentru şoarece pe cale intraperitoneală 
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TABELUL 6 
Diferenţierea speciilor de Proteus (după Linsert şi col. 1970) 


Testul biochimic diferențial diae m pr. ma : pp mr "m 
Glucozá 4- as 4- 4 
Glucozá plus gaz = 4 y v 

Bus ouo LLL cat 
Lactozá iie ca S y 
Zaharoză + V y y 

ÎN | 
Adonitol E sc T y 
ENERO UI e ooo o ou duis Pince red = 
Manitol ES: E E v 
BEEN. oo o Ete 
Saliciná ze E v TS 
PRENNE o 7 7 0 MM AS 

Dulcitol ET ei Ed E 
Sorbitol c 2S E 2E 
Maltoză IE M 208 v 
Inozitol x SRM zE dE 
DU O ETE gx L- 
Voges Proskauer == zie ES EE 
Rosu metil dE + V v 
Citrat de NH, + ES leen 
Malonat de Na eum SE Ef —. 
Mucat de Na Eie M ==> 
d-Tartrat EAS. Me en = 
A 1M ee OS 
Ureazá + NONE + —. 
Gelatinoliză Wr. iure : E A Sn 
Testul KCN E. " RET 
Legendá: hm reacţie pozitivă; += reacţie pozitiv: ài întârziată sau 


inconstantá; V= comportare variabili; — zs reacție negativa. 


1 DAN 


(1/200 ml), cobai intraperitoneal sau intravenos, 
subcutan (2 ml) sau iepuri nou-născuţi pe cale orală 


iepuri 


Genul Salmonella 


Gazda receptivá și infecția naturală: infecțiile salmonelice 
(salmonelozele) se întîlnesc la om și la numeroase specii 
animale, cu manifestări clinice foarte variate (enterite, avor- 
turi, septicemii). La om, sînt relativ frecvente cazurile de 
toxiinfecții alimentare provocate de salmonele. Principalele 
specii patogene sînt prezentate în tabelul nr. 7. 

Celelalte specii incluse în schema de identificare Kauff- 
mann White se izolează mai frecvent din toxiinfectiile ali- 
mentare. În ţara noastră a fost semnalată prezența în ali- 
mente cit și în cazuri de toxiinfecţii alimentare a diferite- 
lor serotipuri: S. panama, S. beidelberg, S. abony, S. sen- 
ftenberg, S. derby, S. saintpaul, S. brandenburg, S. thom- 
son, S. bovis morbificans, S. kunducki, S. chester, S. java, 
S. reading, S. newport, S. newington, S. worthington, S. 
bredeney, S. meleagridis, S. montevideo, S. livingstone, 
S. infantis. S. california etc. 

Surse de izolare: de la animalul viu — fecale (pentru 
coproculturi); de la cadavre — diverse organe, ganglioni 
limfatici, vezica biliară, un os lung etc.; alimente (carne, 
produse de carne ouă etc.), apă. | 

Examen microscopic direct: nu prezintă importanță 
practică, În frotiuri colorate Gram se pot observa sub 
formă ide bacili, cocobacili, Gram negativi. 

Condiţii de cultivare: facultativ aerob-anaerob. Se cul- 
Hvà pe medii uzuale la temperatura de 37°C. 

Conduita de izolare: pentru cà în materialele de exa- 
minat, îndeosebi fecale, coexistă cu alte specii microbiene 
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TABELUL 


Speciile de Salmonella mai importante patogene pentru 
om $i animale 


potup Specia Gazda receptivá Infecția naturală 
A S. paratyphi A om febra paratifoidă 
B S. paratyphi B om febra paratifoidá 
S. typhimurium om toxiinfectii ali- 
mentare 
animale (șoarece, | salmoneloze 
porc, păsări, rar 
alte animale) 
S. abortivoequina | cal avort enzootic 
S. abortusovis oaie avort enzootic 
Cc S. choleraesuis om toxiinfectii ali- 
mentare 
porc, rar alte spe- | salmoneloze prima- 
cii re si secundare 
D S. typhi om febra tifoidá 
S. enteritidis om toxiinfectii ali- 
mentare 
bovine, pásári,rar | salmoneloze 
alte specii 
S. gallinarum galinacee tifoza aviará 
S. pullorum galinacee diarea albá 
(pulloroza) 
E S. anatum om intoxicații prin. 
consum de ouá 
rață salmoneloze 


Aspectul cultural al salmonelelor pe 


Mediul 


Salmonella 


Wilson Blair 


colonii negre, diametru 
1—2 mm, turtite, ade- 
rente, luciu metalic 


TABELUL 8 


selective 


unele medii 


E. coli 


colonii maron-negricioa- 
se mai groase, mucoase, 
ușor detașabile, fără lu- 
ciu metalic 


Leifson 


colonii incolore sau al- 
bicioase 


colonii roșii 


nepatogene sau condiționat patogene, 
plica mai rapid în mediile de cultura inhibînd 


care se pot multi- 
astfel dez- 


voltarea lor, se fac de cele mai multe ori insámíntari pe 
medii de îmbogăţire, se incubeaza la 37°C și la intervale 


de 10-12-18 ore, dupá care se fac treceri pe medii 


selective. 


Ca medii de îmbogăţire se pot folosi: mediul Kauff- 


mann Müller (vezi pag. 245), 


sodiu (vezi pag. 246) etc. 


Ca medii selective se pot folosi: : 
mediul Leifson (vezi pag. 247), mediul 


(vezi pag. 246), 
247), mediul Mac Conkey (vez! 


Istrati Meitert (vezi pag. 


pag. 244). 


mediul cu selenit acid de 


mediul Wilson Blair 


Pe mediile selective salmonelele formeazà colonii relativ 
caracteristice. 


Coloniile caracteristice se transplanteazà 


de pe mediile 


selective pe un mediu de diagnostic diferențial cum sînt: 
mediul Drigalski (vezi pag. 248), 


albastru bromtimol (vezi pag. 248), 
pag. 248), mediul Gassner (vezi pag. 


Din culturile obținute pe aceste 
,? L ^ >, ` A 
coloniile lactozo-negative care sint trecute în bulion şi pe 
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geloza lactozată cu 
mediul Endo (vez: 


249) etc. 
medii se selecpioneaza 


agar şi sint examinate din punct de vedere al caractere- 
lor morfologice, culturale, biochimice și serologice în 
vederea identificarii. 


Identificare 


Identificarea salmonelelor necesită trei etape: 


I. Identificarea genului (confirmarea apartenenţei tulpi- 
nii izolate de genul Salmonella) 


IL. Determinarea grupei serologice căreia aparține tul- 
pina respectivă. 


III. Identificarea speciei (serotipului). 


I. Identificarea genului se bazează pe examenul carac- 
terelor morfologice, culturale, biochimice si serologice (cu 
serul polivalent ,,0%). 


Morfologie: forma bacilara sau cocobacilară de 2—3 mi- 
croni lungime $1 0,6 microni grosime, Gram negativ, ne- 
capsulat, nesporulat, mobil, cu excepţia a două specii: $. 
pullorum şi S. gallinarum. 


Caractere culturale: medii lichide — tulbură uniform 
bulionul (turbiditatea este mai redusa în comparație cu 
E. coli); medii sohde — colonii rotunde, netede, lucioase, 


ușor detasabile de mediu. În urma disocierii în forme R 
coloniile sint uscate, cu margini neregulate. 

Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, maltoza, 
manitolul, sorbitolul; nu fermentează lactoza, zaharoza, 
salicina și adonitolul; fermentarea celorlalte zaharuri este 
variabilă. Reacţia ündolului este negativă, producția de 
HS este pozitivă, lichefierea gelatinei negativă, reacția 
roșului metil în general pozitivă, reacţia Voges Proskauer 
negativă, testul ureazei negativ, reducerea nitrajilor pozi- 
síva, sensibilitatea la KCN negativă, folosesc citrații ca 
unică sursă de carbon, 
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IL. Identificarea grupei serologice se face prin reacția de 
seroaglutinare (vezi pag. 315) cu seruri antisalmonelice de 
orup (seruri somatice). 


III. Identificarea serotipului (speciei) se face prin reacția 
de aglutinare cu seruri antiflagelare. | 

Proprietăţi antigenice. În structura antigenică a salmone- 
lelor se deosebesc: antigene somatice — O; antigene flage- 
lare — H; antigene de suprafață (de înveliș) — Vi (exis- 
tente numai la unele specii: S. typhi și S. paratyphi C). 

Antigenele somatice „O“ conferă specificitate de grup, 
fiind comune mai multor specii. Pe baza antigenelor soma- 
uce salmonelele au fost clasificate de Kauffman și 
White in mai multe grupe serologice notate cu literele 
alfabetului A, B, C etc. (tabelul nr. 9). 

Antigenul flagelar „H“ conferă specificitate de tip (spe- 


v] 


cie). Pentru că acest antigen prezintă fenomenul de varia- 
tie „de fază“ (una specifică și a doua nespecifica), identi- 
ficarea serotipurilor nu se poate efectua decît examinind 
colonii în faza specifică. 

Antigenul „Vi“ este un antigen de înveliș, existent la 
unele serotipuri de Salmonella: S. typhi. S. paratyphi B, 
S. typhimurium, S. enteritidis. Prezenţa acestui antigen con- 
feri inaglutinabilitatea „O“ tulpinilor care-l posedă, ceea 
ce face ca astfel de tulpini să dea reacție negativă cu serul 
polivalent. 

Identificarea serologică se face în general prin reacția de 
aglutinare rapidă pe lamă si în unele cazuri si prin aglu- 
tinare lentă în tuburi. 

— Aglutinarea rapidă pe lamă: într-o picătură de ser 
aglutinant diluat cu soluție cloruro-sodicà izotonica, COR- 


form titrului indicat pe fiolà, se face o suspensie, cu ansa, 
= din cultura de pe mediu solid a tulpinii de identificat (cul- 


tura pe agar inclinat sau medii speciale de izolare, excep- 


tind mediul Wilson Blair care modifică uneori antigenita- 
tea), Paralel, se execută și o reacție martor din suspensia 
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Structura antigenică a 


TABELUL 9 


unor salmonele (extras din schema 


Kauffmann White) 


Antigen so- 


Antigen „H“, flagelar 


Grupa Specia (serotip) matic „O“ tassi fua 
A S. paratyphi 1727129| 8 — 
B S. paratyphi B 1 s b 172 

S. typhimurium 1 i 1 1, 2 
S. abortivoeguina 4, 12 — 6, D, X 
S. abortusovis A dM c 1976 
S. bredeney E A 15* v. T7 
27 
S. heidelberg AZ ae 12 
S. abony 1, 4,5, b e,n, x 
12 
S. brandenburg A 39 jov. e, n, z 
S. chester ue II] es e,n, x 
S. reading 4, 12 e,h 15-5 
S. kimuenza JL: b 3927] - My e, n, Xx 
27 
S. california 4, 12 g,m,t — 
S. derby ilz Zl. 303 - || 335 pa -— 
C S. choleraeswis 6,7 c TUS 
S. typhisuis 6,7 c 1555 
S. thompson 6,7 k 1-5 
S. montevideo 6,7 g,m,s a 
S. livingstone 677 d 1, w 
S. infantis 6,7 r 1, 5 
C5 S. bovismorbificans 6,8 r 1,5 
D S. typhosa 9, 12, Vij d — 
S. enteritidis PESA | 2..m ERE 
S. dublin 1, 9, 12 gp —> 
S. panama 1,9,12 | 1, v TE 
S. gallinarum 1.9119 —— a 
S. pullorum 9, 12 =a — 
E S. anatum | 9, 10 eh 1, 6 
S. meleagridis 3, 10 e, h 1, w 
S, newinglon 3. 15 e,h 1,6 


microbiana în soluție cloruro-sodică iüzotonicá pentru a 
exclude posibilitatea aglutinării spontane. 

Aglutinarea lenta în tuburi: se repartizeaza câte 0,5 ml 
din dilufii succesive de ser pînă la titrul limită al serului. 
Se adaugă în fiecare tub cîte 0,5 ml antigen. Citirea aglu- 
tinari este indicată dupa 20 ore de incubare la 52°C sau 
la 37°C în cazul aglutinării somatice și după 2 ore la 52°C 
şi 4—5 ore la 37°C în cazul aglutinării flagelare. 

Pentru identificarea tulpinilor de Salmonella se folosesc 
seruri de grup antisomatice și seruri antiflagelare. În acest 
scop, în ţara noastră, la Institutul Pasteur se prepară unele 
seruri de grup, iar la Institutul Cantacuzino un set mai 
complet care cuprinde si seruri antiflagelare. 

Trusa de seruri a Institutului Cantacuzino conţine: 

— ser polivalent „O“ conținînd anticorpi față de dife- 
re fracții anwgenice (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 27); 

— serum de grup „O“: 

1, 2, 12 (ser „O“ anti $. para- 


tipby A) 

1,4,5,12 (ser „O“ antisalmo- 
nella B) 

6,7,8 (ser ,O" antisalmone- 
lla ©) 


9, 12 (ser, O^ antisalmonella D) 
3, 10, 15 (ser „O“ antisalmo- 
nella E) 


ESUPET.-anti- Vase 

— seruri anti „H“ de fază specifică 
Ha (ser „EH“ anti S. paratyphi A) 
Hb (ser „H“ anti S. paratyphi B) 
He (ser ,H' anti S. paratyphi C) 
Hd (ser „H“ anti S. typhi) 
Hgm (ser „H“ anti S. enteritidis) 
Hi (ser „H“ anti S. typhimurium) 
Hr (ser „HI“ anu S. heidelberg) 
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Pentru identificarea tipurilor serologice se procedează 
astfel: 

— aglutinare rapida cu ser polivalent O: reacția pozi 
tvi arată că tulpina aparține genului Salmonella; reactia 
negativà nu exclude însă prezenţa unei specii de Salmo- 
nella; in acest caz, poate fi o specie de Salmonella al 
cărei antigen „O“ este mascat de antigenul „Vi“ situat la 
suprafaţa corpului microbian; 
aglutinare rapidă cu ser anti „Vi“ se face în cazul 
cînd aglutinarea cu serul polivalent „O“ este negativa; 

— aglutinarea cu seruri de grup „O“ pentru stabilirea 
grupei serologice din care face parte tulpina examinată; 

— aglutinarea cu seruri „H“ de fază specifică și nespe- 
cifică corespunzind speciilor care aparţin grupului „O“ 
din care face parte tulpina de identificat. 

Rezultatele obținute prin aglutinări permit identificarea 
tulpinii pe baza structurii antigenice consemnate în tabelul 
lui Kauffmann White, pentru speciile mai frecvent izolate 
la noi în ţară din salmoneloze animale, din fecale, ali- 
mente si furaje. În cazul obţinerii unor rezultate necon- 
cludente, se poate apela pentru identificarea serotipului la 
centrul naţional de salmoneloze (Institutul Cantacuzino). 

Pentru examenul serologic în scopul diagnosticului unor 
infecţii salmonelice la animale se poate recurge fie la 
aglutinarea rapidă, fie la cea lentă, folosind antigeni pre- 
parati din tulpini apartinind serotipurilor a căror pre- 
zenjà poate fi admisă ipotetic. În cazul salmonelozelor 
aviare aglutinarea rapidă se execută de regulă cu sînge 
integral. 

Lizotipia. ln cazul infecțiilor salmonelice la om, se 
urmăreşte si sunsa de infecţie prin lizotipie. Există scheme 
de lizotipie pentru S. typhi, S. paratypbi, B, S. twpb: 
murium. 


Rezistența. Salmonelele rezistă în sol pînă la 6 luni, pe 
obiecte pînă la 5 luni, în apă luni de zile. Prezintă un 
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grad marcat de rezistenţă la acțiunea substanțelor bacte- 
riostatice din senta coloranților (fucsiná, verde briliant, 
cristal violet), ceea ce permite folosirea acestora la pre- 
pararea mediilor selective. În ce privește acțiunea antibio- 
ticelor şi chimioterapicelor, salmonelele sînt sensibile față 
de cloromicetinà, aureomicină, streptomicina, moderat 
sensibile față de sulfamide și rezistente la penicilina. 

Patogenitatea salmonelelor este condiționată de viru- 
lenta și activitatea lor toxică. Virulenta este strîns legata 
de prezența antigenului Vi (S. typhi și S. paratyphi C). 
Toxicitatea se datorește endotoxinelor. 

În condiții experimentale, infecția se poate reproduce la 
unele animale de laborator prin inoculari pe diferite cái. 
Dintre acestea S. typhimurium, S. enteritidis și S. cholerae- 
suis, administrate per os la șoarece, produc infecții mor- 
tale în 2—3 săptămîni, cadavrele prezentind leziuni 
macroscopice patognomonice cum sînt splenomegalia si 
prezenţa de focare necrotice în ficat. 


Genul Shigella 


Gazda receptiva, infecția naturală: speciile aparținind 
acestui gen sînt patogene pentru om, la care produc dezin- 
teriile bacilare. 

Surse de izolare: din fecalele oamenilor bolnavi de 
dizenterie acută sau cronică cît și de la purtătorii aparent 
sănătoși. Mai rar se pot izola din mediul extern, ape polu- 
ate, muște, alimente contaminate. 

Condiţii de cultivare: se cultivă pe medii uzuale la 
37°C, Bacteriile se por izola în faza acută a boli, cînd 
bacilii dizenterici domină flora intestinală, prin însămia- 
țări directe pe medii de diagnostic diferențial (Drigalski 
sau geloza lactozati cu albastru bromtimol). In formele 
cronice și la purtători, cînd flora saprofit este mai abun- 
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dentă, se recomandă insamintarea pe medii selective care 
conțin saruri biliare, citrat de sodiu, hiposulfit de sodiu 
(se vor evita medii cu verde briliant, shigelele fiind sensi- 
bile faja de această substanță). Rezultate bune se obțin 
pe mediul Leifson și mediul SS (vezi pag. 244, 245). 


Identificare 


Morfologie: bacil de 2—3 microni lungime și 0,5—0,7 
microni grosime, imobil,  nesporulat, necapsulat, Gram 
negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — formele ,,S* tulbură 
bulionul, formele „R“ sedimenteazà; medii solide — colo- 
nii mici, rotunde, translucide, cu suprafața netedă, margini 
regulate (formele S) sau colonii uscate, turtite, margini 
neregulate (formele R). 

Caractere biochimice: fermentează glucoza, inconstant 
lactoza, nu fenmenteazà adonitolul, inozitolul, salicina. Nu 
fonmeaza HS, nu descompun ureea, nu folosesc citratii, 
unele specii produc indol, altele nu produc. Speciile pot fi 
diferenţiate între ele din punct de vedere biochimic pe baza 
fermentării manitolului, xilozei, ramnozei, a producției de 
indol şi catalaza. 

Proprietăţi antigenice: posedă antigeni somatici „O“ de 
natura glucido-lipido-polipeptidica. Există diferențe în 
structura antigenică chiar în cadrul speciilor, ceea ce a 
justificat crearea de tipuri serologice și întocmirea unor 
scheme de clasificare. : 

Patogenitatea se datorește toxicității; la unele specii 
s-au identificat exotoxine și endotoxine, la altele numai 
endotoxine. Gradul de toxicitate cel mai pronunţat îl pre- 
zinta Sh. shigae. 

Infecția experimentală se poate reproduce la animale de 
laborator: șoarecele (subcutan, intrapenitoneal) şi iepurele 
(intravenos) sînt sensibili, cobaiul mai rezistent. Cobaiul, 
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urma instilárii în sacul conjunctival, tace o cheratocon- 


in 
junctività vindecabilà in 21 zile. 


Taxonomie: conform celor mai recente clasificari, genul 


sau grupul Shigella este împărțit în 4 specii sau subgrupe: 
A (Sb. dysenteriae), B (Sb. flexneri), C (Sb. boydi), D 
(Sb. sonney), in interiorul cărora sînt cuprinse biotipuri 
distincte din punct de vedere biochimic și antigenic. În ge- 
nul Sbigella era inclusă si o specie patogenă pentru ani- 
male sub denumirea de SP. equirulis. În ediţia din 1957 a 


manualului Bergey această specie este trecută în genul 
Actinobacillus sub denumirea A. equi sau A. equuli. 


Diferentierea enterobacteriaceelor 


Datorită faptului că morfologia (cu excepția prezenței 
sau absenței cililor) și caracterele culturale ale enterobac- 
teriaceelor sint în majoritatea cazurilor neconcludente, 
principalele criterii de diferenţiere sint cele de ordin bio- 
chimic; în numeroase cazuri proprietăţile serologice şi in- 
fecția experimentala completează arsenalul mijloacelor de 
identificare a acestor bacterii. 

„Proprietăţile biochimice folosite în diagnosticul diferen- 
Wal se examinează printr-un număr cit mai mare de tes- 
te posibil care sint: activitatea fermentativa faja de cit 
mai multe glucide si polialcooli, cu sau farà formare de 
Baz, producțiile de indol, hidrogen sulfurat, urează, gela- 
tinaza, catalază, oxidază, comportarea in cadrul reactu- 
lor rogului metil, Voges Proskauer, posibilitatea metabo- 
lizárii unor substanțe cum sînt citratul de sodiu sau amo- 
niu, KCN, malonatul de sodiu, mucatul de sodiu, d. tar- 
tratul etc. 

Cu cit examenul biochimic este mai complet, cu atit 
concluziile privind genul, specia sau chimiotipul sint mai 
edificatoare, În vederea facilitării examenului biochimic, 
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se folosesc astăzi din ce în ce mai mult mediile politrope 
care permit examenul concomitent al mai multor carac- 
tere (vezi pag. 294). 

Reacţiile biochimice, plus examenul mobilității, în func- 
tie de numărul lor, se combina de regula în scheme de 
diagnostic care pot fi minimale (un număr mic de 5—15 
teste) sau maximale (un numar cît mai mare de teste). 
Asemenea scheme se folosesc în special în bacteriologia 
alimentelor, pentru care enterobacteriaceele prezintă o im- 
portanță deosebită. Exemple de scheme minimale sînt: 
schema I.M.V.I.C. adică (I)ndol, (M)euil Roth (roşu me- 
til), (V)oges Proskauer, (I)nositol, (C)itrat sau schema 
G.Ni.L.U.Mo.CI.S.K.O, adica (G)lucoza, (Ni)trati, (L)ac- 
toza, (U)reaza, (Mo)bilitate, (C)itrat, (S)Ho, K(CN) și 
(O)xidaza. Asemenea scheme nu trebuie concepute șablon 
şi fiecare bacteriolog își poate combina o schema în func- 
tie de scopul urmărit (tabelul 10). 


FAMILIA BRUCELLACEAE 


Genul Pasteurella 


Specia P. multocida (Bacillus septicaemiae haemorrhagicae, 
` Pasteurella animalium) 


Gazda receptivă şi infecția naturală: patogenă pentru 
numeroase specii animale; patogenitatea pentru om este 
discutată, Principalele infecţii ale i ialelo domestice 
sînt: holera aviară, septicemia hemoragică a bovinelor, 
infecții primare (pasteureloza) și infecţii secundare (în pes- 
ta) la porcine, pasteureloza iepurilor, diferite pneumopa- 
ui la Cine și pisică, pasteureloza calului (rar), pasteurelo- 
za diferitelor animale sălbatice. La oaie, infecția pasteu- 
relică este o raritate (un caz de mamită la această specie 


69 


produs de o tulpinà de tip aviar a fost diagnosticat de 
Dorobantu, 1972). 


Examen microscopic direct: forme cocoide, Gram nega- 
tive frecvent colonate bipolar; bipolaritatea este mai evi- 
denti în frotiurile colorate cu albastru de metilen din or- 
ganele păsărilor moarte de holera. 

Surse de izolare: organe (in special pulmonul), diferite 
secretii, conţinutul abceselor. 

Condiţii de cultivare şi izolare: aerob-anaerob faculta- 
tiv, medii uzuale, dar se dezvoltă mai bine pe medii la ca- 
re se adaugă ser sau sînge (mai ales tulpinile de origine 
bovina), pH optim 7,2—7,4, temperatura de incubare 37?C- 
Tulpinile se păstrează în bune condiţii la temperatura came- 
rei şi sînt transplantabile la interval de o luna. 


Identificare 


Morfologie : formă cocoidă de 0,3—1,25 microni lungi- 
me; în frotiuri, izolat, uneori cite doi sau în lanţuri scur- 
te. Nesporulat, neciliat. În majoritatea cazurilor este cap- 
sulat; capsula este greu evidentiabila. Cea mai adecvată 
metodă este colorarea negativă cu cerneală de India sau 
negrosic (Merchant si Pac ker, 1967); Gram negativ. 
în frotiuri din singe sau ţesuturi, colorate cu albastru de 
metilen sau fucsină, apare bipolar. 

Caractere culturale : medii lichide — turbiditate unifor- 
mă şi moderată; în culturi vechi formează o peliculă une- 
ori şi un depozit care la agitare rămâne aderent de fundul 
tubului răsucindu-se spre suprafaţă în jurul axului sub 
forma unui fuior; medii solide pe agar cu ser, prin examen 
în lumină oblică, se pot distinge trei tipuri de colonii: iri- 
zate, albăstrii și cenușii. Coloniile irizate au 1—3 mm dia- 
metru, prezintă irizaţii roz-gálbui, sînt constituite din bac- 
terii capsulate și corespund tulpinilor cu un grad ridicat 
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de patogenitate; coloniile albastre sint mai mici (0,5— 1mm 
diametru), au o culoare albastrá-deschisá şi sint alcătuite 
din celule cu capsule foarte fine (evidentiabile numai imu- 
nologic); coloniile cenușii (prezente numai la unele varian- 
te de laborator) sint tot mici (pînă la 1 mm diametru), 
au o culoare cenusie-albastruie, suprafața granulată și sînt 
formate din germeni necapsulari. 

Proprietăţi biochimice : există o variaţie destul de mare 
de la tulpină la tulpină, în ceea ce priveşte proprietățile 
fermentative. În majoritatea cazurilor, fermenteaza gluco- 
za, zaharoza, manoza, manitolul, fructoza, sorbitolul, ga- 
lactoza; inconstant xiloza, arabinoza, dulcitolul, sorbitolul; 
nu fermenteaza rafinoza, trehaloza, ramnoza, inozitolul, 
dextrina, amidonul. Produce indol, nu lichefiază gelatina, 
produce HS, nu produce urează, reduce nitrații. 

Proprietăţi antigenice: între tulpinile de P. multocida, 
prin reacţii serologice, au fost identificate mai multe tipuri. 

Stamatin (1950) deosebeşte pe baza reacției de sero- 
protecție pe şoarece, cât si a altor criterii (gazda natural 
receptiva, patogenitatea experimentală pentru şoarece si 
porumbel si activitatea enzimatică față de arabinoza și xi- 
loza) două tipuri: tipul aviar (avium) şi mamifer (mamma- 
lium). C ar t er (1955), stabileşte existenţa a 5 tipuri serolo- 
gice notate: A, B, C, D si E pe baza structurii antigenice cap- 
sulare prin reacția de hemaglutinare pasivă, iar N amioka 
(1962) deosebește 12 tipuri serologice pe baza structurii an- 
tigenice somatice și capsulare prin reacția de seroaglutinare. 

_Heddleston, într-o serie de lucrări efectuate în pe- 
rioada 1968—1972, identifică şase tipuri somatice la tul- 
pinile de P. multocida izolate de la păsări, tipuri care co- 
respund clasificării lui N amioka şi care nu se acoperă 

imunologic. 

Rezistența. La 60°C rezistă timp de 10 minute, faţă de 
fenol 0,50/ timp de 15 minute, iar faţă de crezol 5 minu- 
te. În carcase poate rezista pînă la 3 luni. Dintre chimio- 
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TABELUL 11 
Corelaţiile dintre grupele O şi tipurile capsulare Carter 
(după Namioka și Mura ta, 1961) 


Tulpina | Grup O Subgrup O EUH ox Origine | Proces patologie 
3397 A 1:A Porc Pneumonie 
Kobe 5 A Porc Pneumonie 
TS-14 A Porc Pneumonie 
M-4 EK Oaie Pneumonie 
P-8497 D 2:D=| Porc Pneumoníe 
Kobe 6 D Porc Pneumonie 
P-27 D Porc Pneumonie 
P-8 A 3:A | Porc Pneumonie 
M-11 ee Oaie Pneumonie 
M-17 D 4:D | Oaie Pneumonie 
TS-8 A 5:A | Porc Pneumonie 
TEA A Pasăre Holeră 
Su aviará 

VA-8. A Pasáre i 

PA A Pasăre = 

PB I A. Taurine | Septicemie 

PBET A Taurine = 

PB III A Taurine = 

PB M A Taurine E 

VB 9 A Taurine = 

VB-1 B 6:B | Taurine | Septicemie 

hemoragicá 

656 B Taurine - 

1305-1 B Taurine ae 

R-479 Taurine 


* netipizabilá 


terapice, sulfamidele (indeosebi sulfatiazolul) sînt active. 
Sensibilitatea faţa de antibiotice a fost cercetată în tara 
noastră pe un mare numar de tulpini de Popoviciu, 
A. (1969) s Stamatin, E. (1971). Rezultatele atestă 
că cele mai active s-au dovedit penicilina, cloramfeni 
colul si eritromicina (sint sensibile între 87 și 100% din 
tulpini). Faţă de un numar mai redus de tulpini (43—639/,), 
sînt active tetraciclina și polimixina. Numărul tulpinilor 
streptomicino-rezistente este în creștere în ultimii ani, 
depasind 509/9. 

Sensibilitatea la bacteriofagi. Pînă în prezent, s-au izo- 
lat fagi din tulpini lizogene de către Karivanov 
(1971), Rifkind şi Pickett (1954), Kirchner si 
Eisenstark (1956) și Stamatin, E. (1972). În per- 
spectivă, fagu ar putea găsi o aplicabilitate în identifi- 
carea speciei prin test fagic. 

Patogenitate: P. multocida isi datorește patogenitatea 
virulenpei și toxicității (endotoxinelor). Între tulpinile de 
P. multocida există o variabilitate marcată privind viru- 
lenta: se izolează tulpini foarte virulente cît si tulpini slab 
sau total avirulente. Virulenga scade prin treceri pe medii 
de cultură și poate fi redobindità prin treceri pe anima- 
le, pe embrion de găină și prin cultivare pe medii cu sîn- 
ge sau ser. D.L.M. pentru şoarece si porumbel a tulpinilor 
virulente poate ajunge la 1071 din cultura în bulion de 
24 ore. În condiţii experimentale este patogenă pentru 
şoarece, iepure și porumbel; cobaiul este mai rezistent. 

„Diagnosticul infecțiilor pastenrelice: izolarea unei tul- 
pini de P, multocida nu este totdeauna o dovadă con- 
cludentá a unei responsabilități certe a acesteia într-un 
proces patologic. Pe lingă stabilirea unei concordante în- 
tre rezultatul examenului bacteorologic si tabloul anato- 
mo-clinic si epizootologic este necesară verificarea pa- 
topgenităţii tulpinii (prin determinarea D.L.M, pentru 
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şoarece). În cazuri deosebite se poate recurge la alte do- 
vezi cum este cazul titrului aglutinant în R.A.L. (Popo- 
vici, I. și Popoviciu, A., 1971), a determinării ti- 
pului serologic, al tipului de colonii pe agar (prin examen 
în lumină oblică) și al punerii în evidența a capsulei. 


Specia P. haemolytica 


Gazda receptivă şi infecția naturală: se izolează de la 

bovine si ovine, de pe mucoasele căilor respiratorii și din 

pneumopatii în care ar putea avea un rol etiologic. 
Condiţii de cultivare şi izolare: aerob, se cultivă pe me- 


dii speciale cu ser sau sînge, temperatura optima 37°C. 


Identificare 


Morfologie: forma cocoida asemănătoare cu P. multo- 
cida, imobila, capsulata, Gram negativa. 


Caractere culturale: medii lichide — tulbură moderat, 
uniform; medii solide — colonii mici, rotunde, lucioase, 


[v] 


semitransparente, se aseamănă cu coloniile de Pasteurella 
multocida. 

Proprietăţi biochimice: fermentează lactoza, maltoza, 
zaharoza, manitolul, glucoza, dextrina, galactoza, glicero- 
lul, inozitolul, fructoza, rafinoza, sorbitolul şi xiloza, in- 
constant manoza, dulcitolul, arabinoza şi nu fermenteazà 
obișnuit adonitolul, salicina, ramnoza și inulina. Nu pro- 
duce indol, reduce nitrații. Toate tulpinile produc o he- 
molizá foarte slabă în culturi primare. | 

Proprietăți antigenice: pe baza antigenilor capsulari s-au 
identificat tipuri serologice diferite. 


Patogenitate: in conditi experimentale, este, în general, 


nepatogená pentru $oarece si iepure si tulpinile de labora- 
tor devin total nepatogene. 
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Specia P. anatipestifer (Pfeilferella anatipestifer, 
anatipestifer) 


Moraxella 


Gazda receptivá si infecția naturală: produce o infec- 
ție septicemicà la bobocii de rata. 

Surse de izolare: organele pasărilor infectate. 

Condiţii de cultivare: medii cu ser de cal, în atmosferă 


de 5 — 100%, bioxid de carbon, la temperatura de incu- 
bare de 37°C. 


Identificare 


Morfologie: forma cocoida, izolat, perechi sau lanțuri 
scurte, imobil, necapsulat, nesporulat, Gram negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — turbiditate uni- 
forma, care se intensifică după 24 ore; după câteva zile, 
formează un inel la suprafață; medii solide — colonii mici 
transparente. 

Proprietăți biochimice: nu fermenteaza glucide, nici po- 
lialcooli. Nu produce indol, lichefiazà gelatina, lichefiaza 
serul coagulat, produce slab HS, nu reduce nitrații. 

Patogenitate: nu este patogen pentru animale de labo- 


rator. La boboci de rață poate produce o infecție mor- 
tala în urma inoculării intravenoase. 


Specia P. septicemiae 


„Gazda receptivă şi infecția naturală: patogenă pentru 
păsări; produce septicemie la tineret (boboci de giscà). 


Surse de izolare: sînge, exsudate, organe recoltate de la 
animalele infectate. 


Condiții de cultivare: aerob, medii uzuale, temperatura 
optimă 37°C, 
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Identificare 


Morfologie: cocobacil mic 0,3—1 micron lungime, 0,1 mi 
cron grosime izolat, frecvent perechi, imobil, Gram negativ. 


Caractere culturale: medii lichide — vurbiditate uni- 
formă, slabă, peliculă fină; medii solide — colonii ro- 


wunde, transparente, de tip S. 
Proprietăţi biochimice: produce indol dupa cîteva zile, 
produce HS, fenmentează glucoza, nu fenmentează lactoza. 
Patogenitate: experimental nepatogen pentru șoarecele 
alb, cobai, porumbel, găină. 


Specia P. pseudotuberculosis (Bacterium pseudotuberculosis 
rodentium, Yersinia pseudotuberculosis) 
Numele comun: bacilul lu: Malassez Vignal 


Gazda receptivá şi infecția naturală: pseudotuberculoza 
sau rodenţioza, la cobai gi iepure, poate evolua enzootic; 
la alte specii ca: pisica, vulpea argintie, păsările, bovinele, 
maimujele apare sporadic; la om este o infecție rară și 
poate evolua sub formă de gastroenterite, bronhopneumo- 
nii, pleurezii purulente, adenite mezenterice. 

Surse de izolare: organe cu leziuni de pseudotubercu- 
loză de la animale; de la om din abcese, fecale; s-ar pu- 
tea găsi și în sol, apă, lapte. 

Condiţii de cultivare: aerob-anaerob facultativ, se cul- 
tiva pe medii uzuale; temperatura optima este de 30°C, 
minima 5%C, maxima 43*C. 


Identificare 


Morfologie: bacilar sau cocoid, 1 micron pînă la 2 mi- 
croni. Se caracterizează prin faptul cà este mobil la 22°C 
şi imobil la 37?C, nesporulat, necapsulat, Gram negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — vurbiditate mode- 
rată; la 37°C bacteriile se aglutineazà constituind flocoane 
care plutesc în lichid. La suprafață, se poate constitui o 
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membrană din care se desprind flocoane sub forma unor 
stalactite; medii solide — colonii mijlocii neuniforme, se- 
miopace, nepigmentate. 

Proprietăţi biochimice: fermenteaza glucoza, maltoza, 
arabinoza, xiloza, ramnoza, salicina, glicerolul și mani- 
tolul; inconstant zaharoza. Nu produce indol, produce 
HS, roșu metil pozitiv, Voges Proskauer negativ, reduce 
nitrații, reduce albastrul de metilen, nu lichefiaza gelatina, 
nu hidrolizează ureea. 

Proprietăţi antigenice: P. pseudotuberculosis poseda an- 
tigeni somatici O şi antigeni flagelari H la temperaturi 
sub 25*C. Pe baza antigenilor somatici, prin reacția de 
seroaglutinare, s-au diferențiat 5 grupe antigenice notate: 
LH SI, HI IV, V. 

Rezistenţa: este sensibil la acțiunea antisepticelor uzua- 
le; temperatura de 60?C distruge genmenul în 10 minute. 
Este sensibil la streptomicină, neomicină, tetraciclină, peni- 
cilină si sulfamide. 

Patogenitate: conţine o endotoxinà care a fost obținută 
prin liza celulelor parazitate de bacteriofagi. Aceasta pro- 
voaca modificări circulatorii și moarte în 24 ore la iepure, 
cobai, şoarece. În doze mici, este necrozantă. În condiții 
experimentale, este patogen pentru cobai, iepure, şoarece, 
porumbel, curcan. Inocularea intraperitoneala la cobai si 
iepure produce moartea în 2—3 zile. Pe cale subcutana, cul- 
tura virulentà omoară constant cobaiul, mai rar iepurele. 

Genul Yersinia, creat în ultimii ani, cuprinde si specia 
I enterolitica, patogená pentru om, dar prezentă si la 
animale, mai ales la porc, care pare să reprezinte rezer- 


vorul natural de germeni. 
Specia P. tularensis (Francisella tularensis) 


Gazda receptivă şi infecția naturală: patogenà pentru 
om, animale sălbatice și domestice (ovine, porcine, taurine, 
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cabaline, chi, pisici, păsări), produce tularemia, boala 
transmisibila prin insecte (tauni, capusi, plognige, pureci). 
Surse de izolare: organe cu leziuni (ficat, ganglioni, spli- 
na). 

Condiţii de cultivare: aerob (nu crește în anaerobioza), 
temperatura optimă de dezvoltare 37*C, pH 6,8— 7,5, ne- 
cesită medii speciale cu ou (mediul Francis compus din 60 
părți gălbenuș, 40 părți apa fiziologică, coagulat la 70°C 
timp de 30 minute) sau medii cu glucoză, sînge și cistină 
(100 ml bulion + 1,5 g agar + 1 g glucoză + 0,1 g cis- 
tina); înainte de insámingare se adauga singe defibrinat in 
proporţie 8—100/0. Se dezvoltă bine în embrion de găina 
inoculat intravitelin. Pentru izolare în stare pură, se re- 
comandă ca materialul patologic să fie inoculat în preala- 
bil suboutan la cobai (infecție mortală în 3—60 zile) sau 
şoarece (3—14 zile). Din organele animalelor respective se 
fac însămânțări pe mediile amintite. 


Identificare 


Morfologie: forma bacilarà sau cocoida, 0,2—0,7 mi- 
croni lungime si 0,2 microni grosime. Nesporulat, neciliat, 
uneori capsulat (capsula este vizibilă numai în frotiuri din 
amestec de cultură cu ser), Gram negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — formează o peli- 
culá la suprafață; medii solide (cu ou) — colonii mici, 
vâscoase, după 2—5 zale pot ajunge la 4 mm diametru; 
pe mediul Francis — strat de culvură mai abundent, mu- 
cos, de culoare albicioasa. 

Proprietăţi biochimice: fermentează slab glucoza, glice- 
rolul, malvoza, manoza, fructoza si dextrina. Produce H2S 
si catalazá. 

Rezistenta: germenul este foarte sensibil la acţiunea fac- 
zorilor fizico-chimici: este distrus în 10 minute la 58°C, în 
2 minute în soluție 20/0 de vricrezol. În pieile animalelor 
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moarte de tularemie, durata conservabilitatii variază în 
funcție de temperatură; la temperaturi joase, rezistă peste 
1 lună, la temperaturi ridicate cîteva zile. Se conservă 
ani de zile în țesut splenic pastrat în glicerina la —14*C. 

Este sensibil la unele sulfamide, streptomicina și tetra- 
cicline. 

Patogenitate: în condiţii experimentale este patogen pen- 
tru şoarece, iepure, cobai, hamster și șobolanul de bumbac. 


Genul Bordetella 


Specia B. bronchiseptica (Bacillus bronchisepticus, Brucella bron- 
chiseptica, Haemophilus bronchisepticus) 


Gazda receptivá si infecția naturală: se izolează de la 
cîini cu boala lui Carré (jigodie) gi inițial s-a considerat 
ca este agentul etiologic al acestei boli pînă cînd s-a dove- 
dit natura virotica a infecției, Bordetella bronchiseptica 
fiind un germen de infecţie secundară. Germenul s-a izo- 
lat și de la porc (pneumonii, rinite), maimuţă, capră, co- 
bai, iepure, pisică, cine, om (Merchants Packer, 
1963). 

„Surse de izolare: pulmon cu leziuni de bronhopneumo- 
me, secreții nazale, exsudat bronșic de la canine cu boala 
lui Carré. : 

Condiţii de cultivare: aerob, se dezvoltă pe medii la 
care se adaugă ţesuturi animale sau plasmă; pH 7—7,2. 
Condiţii convenabile oferă mediul Bordet-Gengou. Tem- 


peratura de incubare 37?C. La izolare creşte slab; cultura 
devine vizibilă după 24 ore. 


Identificare 


Morfologie: bacil mic de 1 micron lungime, 0,2—0,3 
microni grosime, izola sau în grupări diplo. În medii 
lichide este uneori dispus în lanpuri. Mobil, are cili ase- 
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zaț perierich, Nesporulat, necapsulat, Gram negativ, frec- 
vent bipolar. 

. Caractere culturale: medii lichide — turbiditate uni- 
formā cu depozit granular după 72 ore incubare; medii 
solide — cultură fină, colonii mici, lucioase. Prin înve- 
chire, coloniile cresc în diametru pînă la 6—8 microni, 
devin strălucitoare si opalescente la lumina reflectata. 

Proprietăţi biochimice: nu fermenteaza substanţele hidro- 
carbonate, nu produce indol, nici HS, comportarea faţă 
de nitrați este diferită; unele tulpini reduc nitrații, altele 
nu. Alcalinizează laptele turnesolat în 1— 2 zile, hidroli- 
zeazà ureea, foloseşte citraţii ca sursa unică de carbon. 
Pe agar cu sînge se dezvolta repede, este hemolitic (pen- 
tru globulele roșii ide câine, iepure și cobai). 

Proprietăţi antigenice: are antigeni comuni cu P. per- 
tussis şi B. parapertussis. 

Rezistenţa: este distrus la temperatura de 55*C în 20 
minute, este sensibil la lumină, uscare și dezinfectang 
uzuali. 

Patogenitate: posedă o toxina asemănătoare cu toxina 
secretată de B. pertussis care este neutralizata de serurile 
antipertussis. 

Alte specii: B. pertussis agentul tusei convulsive la om 
si B. parapertussis de asemenea patogen pentru om, pro- 
ducind infecţii asemănătoare cu tusea convulsiva. 


Genul Haemophilus 
Specia H. suis 
Gazda receptivă si infecția naturală: bacteria este con- 


sideratá ca un epifit al căilor respiratorii anterioare, Pato- 


[v] * * A v » a B 
genitatea este condiționată de acțiunea primara a virusului 
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influenţei. Bacteria se izolează din cazuri de influență a 
porcului. 

Surse de izolare: sînge, pulmon, cord și alte organe de 
la porcii cu influenţă. 

Condiţii de cultivare: strict aerob, temperatura optimă 
37°C, pH 7,2. Pe medii de cultură se dezvolta numai în 
prezența factorilor de creștere V și X: factorul X (hemi- 
na) este prezent în hemoglobină, este rezistent la căldura 
si în consecință se pot folosi medii cu singe încalzire; 
factorul V (nucleotidul fosfo-piridinic) este prezent în su- 
cul de fructe (tomate, lămii, banane), în globule roșii 
proaspete; întrucît este sensibil la acțiunea călduri se 
adaugă după sterilizare. Se cultivă pe medii speciale ca 
agarul socolat, mediul Levinthal și Fildes. 


Identificare 


- Morfologie: cocobacil cu dimensiuni reduse de 0,5—1,5 
microni lungime și 0,2—0,3 microni grosime, dispus in 
lanțuri scurte, grămezi sau izolat. În culturi vechi este 
cocoid; unele tulpini sint capsulate. Este imobil, nesporulat, 
Gram negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — turbiditate slabă; 
medii solide — pe agar gocolat colonii mici, cu diametrul 
de 1—2 mm, rotunde, cenușii, semitransparente. Pe agar 
singe — colonii mici, nehemolitice. 

Proprietăţi biochimice: pentru studiul caracterelor bio- 
chimice este neapărat necesară prezența factorilor X si V 
în medii. Activitatea zaharoliticà este slabă; după unele date 
fermentează maltoza, slab zaharoza și SARAR şi nu fer- 
menteazá glucoza, lactoza, zaharoza, dulcitolul, glicerolul, 
inulina și arabinoza, Nu produce indol, nu produce HS, 
reduce nitrații, nu lichefiazá gelatina. 
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Proprietăţi antigenice: exista relaţii antigenice între H. 
suis și H. influenzae (patogen pentru om). În cadrul speciei 
există, după unii autori, heterogenitate antigenică. 

Alte specii din genul Haemopbilus, asemanătoare din 
punct de vedere morfologic și cultural cu MH. sms, toate 
necesitind pentru cultivare prezența factorilor de creștere 
X si V, dar deosebindu-se prin gazda receptiva și proprie- 
taţi biochimice, sint: 

H. influenzae, patogen pentru om, de la care se izo- 
leazà din infecțiile căilor respiratorii unde se găsește în 
asociaţie cu virusul influenţei. Speciile care interesează pa- 
tologia veterinară în afara speciei H. suis, descrisă mai 
sus, sînt următoarele: 

H. canis se găsește în secreția prepuțială la cîine. Se 
deosebește de celelalte specii prin faptul cà pentru dezvol- 
tare necesită numai prezenţa factorului X, nu și a facto- 
rului V, că fermentează glucoza, fructoza, galactoza, ma- 
nitolul, zaharoza și xiloza și produce indol; 

H. gallinarum se găseşte ca germen de asociație în coriza 
infecțioasă a păsărilor. Pentru dezvoltare, factorul X (he- 
mina) nu este esenţial și se poate cultiva bine, dupa G r e- 
gory citat de Merchant şiPacker (1967) pe medii 
cu extract de drojdie de bere. Administrat intranazal la 
pui, se reproduce infecția cu caracteristici anatomo-clinice 
asemănătoare cu infecția naturală; 

H. ovis se izolează din infecţii respiratorii (bronhopneu- 
monii) de la oaie. Din punot de vedere biochimic fermen- 
tează sorbitolul, rafinoza, fructoza, galactoza, glucoza, mal- 
toza, manitolul, manoza și zaharoza, mai slab lactoza si 
xiloza; nu fermentează inozitolul, salicina, inulina, arabi- 
noza și ramnoza. Nu produce indol, reduce nitrații. Admi- 
nistrat intranazal la cobai, produce o infecţie mortală 
cu durata de 4 zile; 

H. cuniculi se izolează din abcese de la iepure. Fermen- 
teazá glucoza, fructoza, manitolul, maltoza, lactoza, zaha- 
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roza, galactoza, salicina, dextrina și xiloza; nu fermentcaza 


veļa- 


f 
o 


duleitolul şi inulina. Nu produce indol, nu lichefiaza 
tna. 


Genul Actinobacillus 
Specia A. lignieresii 


Gazda receptivă si infecția naturală: este agentul etio- 
logic al actinobacilozei intiülnità cel mai frecvent la bovine, 
relativ frecvent la ovine si accidental la alte specii. 

Surse de izolare: puroiul din leziuni. 

Examen microscopic direct: la examenul microscopic di- 
rect al puroiului între lamă si lamela se observă formaţiuni 
caracteristice avînd aspectul unor rozete numite tufe acti- 
nobacilare. Spre deosebire de mufele actinomicotice care sint 
constituite din elemente máciucate, în cazul actinobacilozei 
tufele sint constituite din elemente care au aspectul petalelor 
unei flori. Frotiurile din materialul purulent colorate prin 
metoda Gram sînt deseori neconcludente sau permit ob- 
servarea unor rare forme cocobacilare, Gram negative. 

Condiţii de cultivare: aerob-anaerob facultativ, se- dez- 
voltă bine în bulion si pe agar; izolarea este facilitată prin 
adaugarea serului de cal în mediile de cultura, care nu este 
însă neapărat necesar. Un alt element care ușurează izo- 
larea este mojararea prealabilă a puroiului înainte de însă- 
mințare, Se dezvolta la 37°C în 24 ore (citeodatà in culturi 
primare abia in 48 ore). Transplantarea tulpinilor din co- 
lecţii trebuie făcură la 10—14 zile. 


Identificare 
Morfologie: forme bacilare sau coco-bacilare 0,4/1,15— 


1,25 microni, foarte rare forme filamentoase. Este imobil, 
nesporulat, necapsulat, Gram negativ, frecvent bipolar. 
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Caractere culturale: medii lichide — turbiditate mode- 
ratà, se dezvoltà deseori granular, aglutinat; medi solide 
— colonii semiopace, neuniforme, cu diametru de 2—5 mm, 
nepigmentate. 

Proprietăţi biochimice: fiecare tulpină fermenteaza nu- 
meroase glucide si polialcooli. Nici una din aceste sub- 
stante nu este însă descompusă de toate tulpinile. Majo- 
ritatea tulpinilor (peste 90%) fermenteazá glucoza, levu- 
loza, galactoza, zaharoza şi d. manitolul. Mai puţin de 
259/, din tulpini fermenteazà arabinoza, xiloza, trehaloza, 
lactoza, ramnoza, rafinoza, salicina, inulina, dextrina, dul- 
citolul, izodulcitolul si inozitolul. Reacţii constant pozi- 
tive pentru toate tulpinile sint: producția de urează $i 
reducerea albastrului de metilen. Teste constant negative 
sint: producţia de indol, de catalaza, reacția rosului de 
metil, reacția Voges Proskauer. Este neproteolitic, nehemo- 
liti. Majoritatea tulpinilor (peste 90%/0) produc H3S (in 
cantități mici) şi reduc nitrații (Răducănescu, 1964). 

Proprietăţi antigenice: tulpinile sint antigenic neomo- 
gene, neexistind deocamdatà suficiente argumente pentru 
constituirea unor grupe serologice. Se pare cà germenul 
prezintă unele înrudiri antigenice cu A. mallei, cu E. coli 
şi probabil si cu alte bacterii Gram negative (Rădu- 
cănescu şi Anghelescu 1964, 1972). 

Rezistență: la 52°C căldură umedă, rezistă Oo oră şi 
jumătate, la 60°C rezistă 10 minute și la 100*C rezistă 
1 minut. Dintre dezinfectante cel mai activ este sublima- 
tul, al cărui coeficient fenolic pentru 4. lignieresi este 
de 235,094; dintre anubiotice, cele mai active sint clo- 
ramfenicolul și teramicina. 

Patogenitate: este slab patogen pentru animale de labo- 
rator. Unele tulpini omoară șoarecele pe cale intraperito- 
nealá în doze mari (05 ml culvurá integrală în bulion 
de 24 ore), | 
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Specia A. equuli (Shigella equirulis, Bacterium 
viscosum equi) 


Gazda veceptivă şi infecția naturală: se gasește ca sa- 
profit în tractusul intestinal la cabaline. La mínji, poate 
Îi izolat din leziuni de pielonefrità, poliartrita, piosepti- 
cemie, la iepe din cazuri de avort, iar la cai batríni se 
izoleazà din anevrisme verminoase. 

Sursa de izolare: lichid sinovial, puroi, sînge, avortoni. 

Condiţii de cultivare: este aerob-anaerob facultativ, se 
dezvoltă mai bine în medii ce conțin infuzie proaspătă 
de carne, temperatura optima este 37°C, nu se dezvolta 
la 45,59C. Viabilitatea în culturi este de 7 zile. 


Identificare 


Morfologie: bacil mic de 0,3—0,4 microni lungime, 0,5— 
0,8 microni grosime, izolat sau grupat in lanţuri sau fila- 
mente. Se consideră cà este necapsulat deși unii autori 
atestă prezența unei capsule. Este neciliat, nesporulat, 
Gram negativ. 

Caractere culturale: medii lichide — în cultură se for- 
mează mase ce plutesc în mediu, se depun pe pereţii si 
fundul eprubetei. Cu timpul se formează o peliculă la su- 
prafață si uneori mediul devine víscos. Medii solide — 
pe agar inclinat cultură víscoasa, albă-cenușie care aco- 
peră suprafața. Pe agar infuzie carne si peptona, creşte 
bine în 48 ore, coloniile au diametrul de 3—6 mm și 
sînt de tip R, au suprafața lobata si mucoasă; în sub- 
culturi predomină colonii de tip S. 

“Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, fructoza, 
xiloza, lactoza, galactoza, maltoza, zaharoza, manitolul si 
rafinoza, inconstant dextrina si nu fermenteazà ramnoza, 
dulcitolul, sorbitolul si inozitolul. Nu produce indol, pro- 

uce H5S, nu hidrolizează ureea, nu metabolizeazà citra- 
tul de sodiu, reduce nitrații și este nehemolitic. 
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Proprietăţi antigenice: tulpinile sînt antigenic hetero- 
gene și dau reacții de aglutinare sau precipitare pozitivă 
numai cu serul homolog. 

Rezistenţa: se distruge ușor sub acţiunea antisepticelor; 
la 60°C rezista 15 minute. 

Patogenitate: este condiționat patogen pentru cabaline 
în condiţii naturale și experimentale. La minţi, se poate 
reproduce infecția prin inoculare subcutana. Este practic 
nepatogen pentru iepure, cobai și şobolan. 


Specia A. mallei (Bacillus mallei, Malleomyces mallei, 
Pfeifferella mallei) 


Numele comun bacilul morvei. 

Gazda receptivă si infecția naturală: infecția denumită 
morvă se întâlneşte la solipede și om, rar la carnasiere. 
Este o zoonoză, omul infectindu-se de la animale bol- 
nave. 

Surse de izolare: numai din leziuni de morvă. 

Examen microscopic direct: forme bacilare și cocobaci- 
lare Gram negative. 

Condiţii de cultivare: este aerob. Se cultivă pe medii 
glicerinate (bulion, agar și cartof glicerinat) pH 6,6. Se 
dezvoltă la 25-—40*C, temperatura optimă fiind 37°C. Via- 
bilitatea germenului în culturi este de 30—60 zile. 


Identificare 


Morfologie: formă bacilará de 0,3—0,5 microni grosime 
si 1,5—4 microni lungime, cu capetele rotunjite. În cul- 
turi vechi, polimorfismul este accentuat, coexistind forme 
coco-bacilare, bacilare şi filamentoase. Nesporulat, neci- 
liat, necapsulat, Gram negativ. 

Caractere culturale: bulion glicerinat — mediul tulbure, 
uneori cu o peliculă fină la suprafață; în culturile mai 
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vechi, mediul se coloreaza in brun. Agar glicerinat — colo- 
nii rotunde, lucioase, opace, care cu timpul devin galbui. 
Cartof glicerinat — aspect relativ caracteristic, dupa 48 
ore de incubare, apar colonii semiopace, bombate, lucioase, 
de culoare gálbuie, avind aspectul picaturilor de miere. 
Ulterior, coloniile se colorează în șocolatiu. 

Proprietăţi biochimice: în general nu fermenteaza sub- 
stantele hidrocarbonate; numai unele tulpini fermentează 
slab glucoza gi salicina după o incubație prelungită. Nu 
produce indol, nu reduce nitrații. Reacţiile roșului metil 
si Voges Proskauer sînt negative, produce cantități mici 
de H5S, nu lichefiaza gelatina. 

Proprietáti antigenice: pentru diagnosticul curent este con- 
siderat practic omogen antigenic. Reactia alergica (malei- 
narea) şi REC sint folosite pentru diagnosticul curent și 
pentru acţiunea de depistare a morvei în efectivele de 
cabaline. Prin studiul serologic al unui numar mare de 
tulpini, prin reacţia de aglutinare și RFC s-au identificat 
două tipuri serologice. 

„Rezistenţa: în general este sensibil la acțiunea factorilor 
fizico-chimici. Este distrus la 55*C în 10 minute. Dintre 
dezinfectante, hipocloritul, clorura mercurică sînt cele mai 
active. Dintre antibiotice s-a constatat că streptomicina 
da rezultate în tratamentul infecției la om, iar dintre 
chimio-terapice sulfatiazolul (Munţiu, 1943, 1948). 

Patogenitatea: se datoregte virulengei și toxicității; po- 
seda endotoxine (glucido-lipide si nucleoproteine). in or- 
ganism, secretă substanțe alergizante. În condiții experi- 
mentale, este patogen pentru animale de laborator (cobai, 
hamster, iepure), iar dintre animalele domestice, pentru 
cal, măgar și mai puţin cíine. La cobai, tulpinile viru- 
lente inoculate intraperitoneal produc în cîteva zile (du- 
rata evoluției este în funcţie de doză) o peritonită şi orhi- 
vaginalitá caracteristicá, cunoscută sub denumirea de fe- 
nomenul lui Strauss. 
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Genul Moraxella 


Specia M. bovis 


Gazda receptivă si infecția naturală: la bovine, produce 
cheratoconjunctivita. În țara noastra, microbul a fost izo- 
lat pentru prima oară de Volintir în 1971. 

Surse de izolare: secregii conjunctivale, material raclat 
din ulcer cornean. 

Examen microscopic direct: in frotiu din materialul 
purulent sau din materialul raclat din ulcere corneene co- 
lorate prin metoda Gram, se observa diplobacili deseori 
cocoizi, intra- sau extracelulari, Gram negativi. 

Condiţii de cultivare: pentru izolare, insamintarea pe 
agar cu sînge socolat, pH 7,2—7,5, dă cele mai bune re- 
zultate. Germenul se dezvolta bine si pe agar cu sînge, 
agar ou ser, bulion cu sînge. “Temperatura optima este 


36*C. 
Identificare 


Morfologie: bacil de 1,5—2 microni lungime și 0,5—1 
micron grosime. Obignuit, se găsește în perechi, uneori si 
în lanţuri scurte, capsulat, nesporulat, imobil, Gram ne- 
gativ. 

Caractere culturale: medii lichide — turbiditate slabă, 
depozit abundent; agar cu sînge — după 24 ore, apar 
colonii mici, rotunde, transparente, albe-cenugii, inconju- 
rate de o zonă subțire (1,5 mm) de hemoliza beta mai 
intensă pe medii cu sînge de cal. 

Proprietăţi biochimice: nu fermenteaza substanţele hidro- 
carbonate, nu produce indol, nu reduce nitrații, lichefiaza 
gelatina, nu produce FS. 

Rezistenţa: la temperatura de 58—59C se distruge in 
5 minute, Este sensibil faţă de eritromicina, tetraciclina 
și cloramfenicol (Volintir, 1971). 
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Patogenitate: în condiţii experimentale, este în general 
nepatogen pentnu animale de laborator. Leziuni tipice de 
cheratità s-au reprodus la bovine cu culturi de 24 ore de 
catre Jones și col. (cit. Merchant si Packer, 
1967). Germenul posedă o toxina hemolitică și o toxină 
necroticà. Prin inocularea ambelor toxine de M. bovis, se 
pot reproduce leziuni de cheratita și conjunctività la iepuri 
si. Vitel. 


Genul Sphaerophorus 


Specia Sph. necrophorus (Necrobacterium necrophorum, 
Bacterium necrophorum, Actinomyces necrophorus) 


Numele comun: bacilul necrozei (bacilul lui. Schmorl) 


Gazda receptivá şi infecția naturală: Spbaeropborus ne- 
crophorus. este agentul etiologic al necrobacilozei, infecție 
ce se intilneste la diferite specii și se caracterizează prin 
procese necrotice gi purulente, cu diverse localizări. For- 
mele anatomo-clinice care pot fi întâlnire la diverse specii 
animale sînt: la viței — leziuni difteroide faringiene, bu- 
cale, focare necrotice în pulmon; la bovine adulte — 
focare purulente în pulmon, abcese și ulceraţii în stomac, 
leziuni difterice pe mucoasa bucală, intestinală, a vulvei 
şi anusului, panariţii interdigitale, gangrena uscată a ma- 
meloanelor; la porcine — ulceraţii ale mucoasei bucale, 
necroze cutanate ale membrelor, metastaze hepatice și 
renale, ulceratii intestinale care complică pesta porcina; 
la ovine — plăgi ulcerative cuprinzând buzele, nasul, le- 
ziuni (ulcerații) ale extremității membrelor, abcese hepauce 
mai frecvent la mieii nou-născuţi; la cabaline — javartul 
și complicaţii ale plágilor; la ctine — dermite flegmonoase 
interdigitale; la iepure — ulceraşii întinse ale buzelor, na- 
sului, necroza lim ji, pleurezii, pericardità, artrite, abcese 
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pulmonare; la om — abcese, artrite, leziuni necrotice farin- 


siene, pulmonare, flegmoane amigdaliene, pleurezii puru- 


lente, osteomielite, colită ulceroasa, meningite. 

Surse de izolare: materialul necrotic și purulent din 
leziuni, suprafața mucoaselor cavității bucale și farin- 
gjene a animalelor sănătoase (bovine, ovine), fecale. 

Condiţii de cultivare: este strict anaerob. Pentru izola- 
re se recomandă ca mediu lichid, mediul Rosenow cisti- 
nat, iar ca mediu solid pentru insaminfare în suprafaţa 
mediul VL glucozat 0,29/9 care în momentul întrebuințarii 
se amestecă cu următoarea soluție: verde briliant 0,048 g 
si azid de sodiu 0,600 g la 1000 ml apă disulata. Pentru 
cultivarea în profunzime, rezultate bune se obțin pe me- 
diul VL semisolid. Mediile se însămînțează abundent, în 
cazul abceselor, direct cu materialul purulent, iar în cazul 
organelor sau al țesutului muscular se recoltează frag- 
mente, se triturează, apoi se insaminteaza. Se recomandă 
însămânțarea a 2—3 tuburi pentru o probă. Incubarea se 

face timp de 72 ore la 37—38*C. Viabilitatea în culturi 
este redusă. Pentru conservare, Fievez (1963) reco- 
manda cultivare în mediul Rosenow prin transplantari 
la 3—4 săptămâni cu o cantitate mare din cultură veche 

(o pipeta Pasteur) Cea mai bună metodă de conservare 

este liofilizarea. 


Identificare 


Morfologie: în leziuni cît 51 în culturi, germenul apare 
deseori sub formă de filamente lungi (10—100 microni 
lungime și 0,7—2 microni grosime), drepte sau flexuoase. 
Pe traiectul filamentelor se observă granule metacromatice. 
Mai rar, se observă elemente neregulate, groase, cu pro- 
toplasma granulará conținînd vacuole, Aceste elemente pot 
prezenta umflături fuziforme, În leziuni vechi sau culturi 
vechi, domină forme scurte de 2—3 microni. Se colorează 
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bine în culturi tinere, mai slab în culturi vechi. Este ne- 
sporulat, neciliat, necapsulat, Gram negativ. 

Caractere culturale: în geloza Veillon — colonii mici, 
lenticulare, albe-cenușii, care apar după 48 ore de incu- 
bare; geloza singe — după 48 ore de incubare apar colonii 
discrete cu diametrul de 1 mm, ușor transparente, rotunde, 
plate sau uşor bombate, cenușii-albastrui, înconjurate de o 
zonă de hemoliză de 1—3 microni. Prin învechire, colonule 
apar mai plate, mai uscate, cu un centru opac mai gros în- 
conjurat de o zonă mai transparenta. F iev ez (1963) deo- 
sebeste pe geloza-singe, pe baza hemolizei și a aspectului 
cultural, mai multe tipuri de colonii: A — hemolitice de 
up S; B — slab hemolitice de tip R; AB — cu aspect 
intermediar între A și B; C — nehemolitice. 

T o goe (1972) observă în culturi tinere la unele tulpini, 
prin examen cu lupa, colonii cu marginea bine conturată, 
hexagonală sau pentagonală, cu centrul bombar; prin în- 
vechire coloniile devin ombilicate $1 conturul se rotunjeste. 
În medii lichide — turbiditate uniformă; depozitul este 
de regulă granular. 

Proprietăţi biochimice: fermenteaza glucoza, maltoza 
glicerolul, mai slab lactoza, galactoza, fructoza, arabinoza si 
manitolul; nu fermenteaza xiloza, ramnoza, manoza, rafi- 
noza, inulina, dulcitolul, salicina, dextrina, adonitolul, sor- 
bitolul, inozitolul. Este slab proteolitic, lichefiază serul 
coagulat după 10 zile de incubare, dar nu lichefiazà ge- 
latina si nici albușul de ou coagulat. Produce indol si H2S, 
nu reduce nitrații, reacţiile Voges Proskauer si roșu metil 
Sint negative; reduce albastrul de metilen; proba catala- 
zei este slab pozitivă. În general, hemolizeazà globulele 
roșii de om, cal, iepure, găină, porumbel; nu hemolizeaza 
globulele roșii de bou și oaie. | 

„Proprietăţi antigenice: datele privind structura antige- 
nică sînt contradictorii; unii autori au găsit că toate tul- 
pinile de Spb, necropborus sint identice din punot de ve- 
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dere al structurii antigenice, alții deosebesc în cadrul spe- 
ciei mai multe tipuri antigenic distincte, 

Rezistenţa: este distrus în 15 minute la 55°C; este sen- 
sibil la acțiunea antisepticelor si dezinfectantelor în con- 
centrații uzuale. Dintre antibiotice și sulfamide (după 
Fievez, 1963) Spb. necropborus este sensibil la aureo- 
micina, penicilină, cloromicetina, teramicina, tetraciclina, 
novobiocina, polimixină B, eritromicina, spiramicina, fura- 
dantin, furacin, sulfatiazol, trisulfamidă si rezistent fata 
de dihidrostreptomicină, neomicinà, kanamicină, oleando- 
micinà și vyomicina. 

Patogenitatea: se datoreste mai ales toxicității; secretă 
o exotoxină care inoculata intradermic la iepure produce 
edem; poseda și o endotoxină (corpi microbieni omoriți, 
len subcutan la iepure sau cobai, produc necroza). 

În condiții experimentale Sph. necrophorus este pato- 
gen pentru iepure la care în doză de 0,2—0,4 ml cultură 
în mediu lichid de 24 ore provoacă o infecție mortală, 
iar în aproximativ aceleași doze pe cale subcutană o 
infecţie locală inconstant mortală; la șoarece, în doză de 
0,25 ml intraperitoneal, produce o infecție mortală. Pe 
cale subcutanata la șoarece și iepure dezvoltă o inflama- 
tie fibrino-necrotica caracteristica. Cobaiul este mai rezis- 
tent în comparație cu iepurele și cu șoarecele. 

Taxonomie: cu privire la speciile din genul Sphaero- 
pborus există trei puncte de vedere: 

— genul cuprinde 18 specii (Bergey, 1957); 

— există numai două specii: Spb. necropborus — pato- 
gen pentru animale și Spb. funduliformis — patogen pen- 
tru om (Prevot, 1957); 

— toate tulpinile sînt încadrabile într-o singura specie 
Sph. necrophorus (Fievez, 1963, Merchant şi 
Packer, 1967), deosebindu-se eventual mai multe tipuri 


pe baza unor criterii ca: tipul de hemoliză, producția de 
lecitinază etc. 
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Genul Brucella 


Specii: Br. melitensis, Br. abortus, Br. suis, Br, neotomae, 
Br. ovis, Br. canis 


Gazde receptive $i infecţii naturale: brucelele sint bac- 
terii obligatoriu parazite, care produc îmbolnăviri la ani- 
male și om, numite bruceloze. Br. abortus este patogená 
pentru taurine; Br. suis este patogenă pentru porc, iepu- 
rele de cîmp și ren; Br. melitensis este patogenă pentru 
oaie și capră; Br. ovis este patogenă exclusiv pentru oaie 
şi produce o orhiepididimită la berbeci; Br. camis este 
patogenă pentru cíine, iar Br. neotomae pentru șobolanul 
de pădure. Speciile Br. melitensis, Br. abortus, Br. suis şi 
Br. canis sînt patogene și pentru om. 

Surse de izolare: de la taurine — avortoni (conţinutul 
stomacului glandular, splină, ficat, pulmon), învelitori fe- 
tale, loșii, sperma, ser fiziologic cu care s-au făcut prea- 
labile spalaturi prepuţiale, lapte, organe recoltate la autop- 
sie (ganglioni limfatici, organe genitale, uger); de la porc 
— fetusi, invelitori, secreţii vaginale, spermă, testicule; 
de. la berbec — testicule cu leziuni; de la iepurele de 
cimp — organe cu leziuni macroscopice. 

Examen microscopic direct: bacteriile se pot observa 
la microscop în frotiuri din material patologic, colorate 
prin metode selective, care colorează brucelele diferit de 
restul florei bacteriene (vezi pag. 226). 

Condiţii de cultivare: bacteriile nu se dezvoltă pe me- 
dii uzuale. Rezultate bune se obţin pe medii glucozate 
19/5 şi glicerinate 200, pH optim 7—7,2. Temperatura 
optimă de incubare este 37°C. Este un germen aerob-anae- 
rob facultativ, Speciile Br. abortus si Br. ovis la izolare 
necesită o atmosferă îmbogăţită 5—10% în CO». Dupa 
citeva transplantări, aceste specii se dezvoltà bine si în 


93 


aerobioză. Pentru a se izola dintr-un material care con- 
tine o floră mixtă, însămânțarea se face după o prealabilă 
tratare cu soluţie 2,5%, KOH timp de 30 minute (dupa 
Vonder Aa si col. 1965, cit. Pop, 1971). Pentru izo- 
lare se pot face și inoculări pe embrioni de găină de 
5—6 zile (0,1—0,2 ml intravitelin). La 5—6 zile de la 
inoculare, se recoltează steril sacul vitelin, se triturează 


[v] 


şi suspensia se însămânţeaza pe medii de cultură. 
Identificare 


Morfologie: bacteriile au formă cocoida (0,3—0.4 mi- 
croni) sau bacilará (1—2 microni), sint dispuse izolat, 
perechi sau în lanţuri. Sint nesporulate, neciliate, necap- 
sulate, Gram negative. 


Caractere culturale: medii lichide — după cîteva zile 
de incubare, prezintă o turbiditate moderată cu depozit 
cenușiu, uneori inel; mediul se alcalinizează pîna la pH 
8; medii solide: pe agar glicero-glucozat — colonii ro- 
tunde, opace, lucioase; pe cartof glicerinat cultura devine 
vizibilă în 24—48 ore; suprafața lucioasă, prin învechire, 
se colorează în brun-socolatiu. La izolare, culturile sint 
de tip S, exceptind Br. ovis și Br. canis; în condiţii de 
laborator disociază și por apare forme R sau M. 

Diferentierea tipurilor culturale se poate face pe baza 
următoarelor criterii: 

— aspectul coloniilor pe medii gelozate, prin examen 
microscopic direct în lumina oblică: coloniile de up 5 
sint albástrui, cele de tip R sînt albe, mare, strălucitoare; 
granulare, iar cele de tip M gălbui, cu suprafața neteda; 

— dezvoltarea în bulion — coloniile de tip S tulbură 
uniform bulionul, cele de tip R formează la suprafață o 
peliculă și un sediment pulverulent, iar cele de tip M o 
peliculă și un sediment víscos; 
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— stabilitatea și caracterul suspensiilor în ser fizio- 


logic (S-omogene, stabile; R și M — granulare sau flo 
conoase, instabile); 
termoaglutinarea la 90°C (testul Burnet) — suspen 


siile culturilor de tip S nu aglutineaza, în timp ce ale 
celorlalte tipuri aglutineaza; 

— aglutinarea în tripaflavina (testul Pampana) este 
proba care se utilizează mai frecvent pentru diferențierea 
tipurilor culturale. Se poate executa în tuburi folosind 
0,1 ml soluție 1:1 000 tripaflavina și 1 ml din suspensia 
de brucele sau rapid pe lama (o. picătură soluție 1/500 tri- 
paflavina si o picătură densa de suspensie). În cazul for- 
melor S suspensia este stabila, în cazul celorlalte forme 
se produce aglutinare. 

În culturi, la temperatura camerei, se conserva timp 
îndelungat. Tulpinile din colecții se transplanteaza la in- 
terval de 2 luni. 

Proprietăţi biochimice: proprietăți fermentative slabe; 
metabolizează glucoza, dar aciditatea nu este detectabila 
datorită neutralizării prin NH3 rezultat din metabolismul 
proteic; nu produc indol, reduc nitrații, nu lichefiaza ge- 
latina, reacțiile Voges Proskauer și a roșului meul sint 
negative; producțiile de urează și H5S difera in tuncție 
de specie. ES 

Rezistenţa: bacteriile sînt sensibile faja de factorii fizici 
şi chimici; se distrug în cursul pasteurizării laptelui in 
10—15 minute, nu rezistă la uscăciune (se distrug în car- 
nea sărată ţinută la rece), sînt sensibile față de antisepti- 
cele de uz curent (formolul O,59/; le distruge în > minute, 
sublimatul O,019/; — în câteva minute, acidul clorhidric 
19/9 — în 20 minute). Se conservă un timp relativ inde- 
lungat în produse patologice (în avortoni pastrați la £C 
timp de 75 zile), organe, diferite secretii, sol (20 zile), 
apă (în apă fiziologică sterilă 3 luni); rezistă la putrefac- 
We, Brucelele sint relativ sensibile in vitro la antibiotice 
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si chimioterapice. Activitatea antibioticelor este în general 
brucelostaticá, iar streptomicina și cloramfenicolul sint 
bactericide (Parnas și col, 1965, cit. Pop, 1971). 

Proprietăţi antigenice: brucelele au antigeni comuni dar 
prin reacția de aglutinare cu seruri monovalente s-au pus 
în evidenţă la speciile Br. melitensis, Br. abortus și Br. suis 
doi antigeni cu expresie de tip (specie): A (abortus) și M 
(melitensis) repartizaţi în proporții diferite la cele trei spe- 
cii: antigen A — la Br. abortus 959/o, Br. suis 600/0 și Br. 
melitensis 59/4, iar antigen M — la Br. abortus 5%, 
Br. suis 40%0 și Br. melitensis 95/0. 

Folosind reacţia de aglutinare cu seruri monospecifice 
obţinute prin adsorbtie, cele trei specii se pot diferenția 
astfel: Br. abortus şi Br. suis aglutinează cu serul A, iar 
Br. melitensis cu serul M. Br. ovis se deosebește de celelalte 
specii prin prezenţa anugenului R. 

Reacţii serologice folosite în diagnosticul infecțiilor bru- 
celice: în practică se execută reacţiile de seroaglu- 
tinare lenta (vezi pag. 318), iar la animalele în lactatie 
reacţia inelară din lapte (vezi pag. 321). În mod curent, 
pentru diagnosticul brucelozei la bovine și porcine, în labo- 
ratoarele veterinare din tara noastră, se efectuează trei 
dilugi în cazul reacției seroaglutinării lente: 1/25, 1/50 si 
1/100. Se consideră pentru bovine o reacţie dubioasă cînd 
titrul aglutinant este 1/50 şi o reacție pozitivă cînd utrul 
aglutinant este 1/100 sau mai mult; pentru porcine, un 
titru aglutinant de 1/25 indica o reacție dubioasă, iar un 
titru de 1/50 sau mai mult, o reacție pozitivă. Pe linga 
reacţiile amintite, în diagnosticul brucelozei se mai pot fo- 
losi RFC și imunofluorescenta. 

Patogenitatea se datorește mai mult virulenfeiz genmenii 
persistă în circulație și în organe, unde acționează prin 
endotoxine (substanțe de natură glucido-lipido-polipept- 
dicá). În condiţii experimentale, animalele de laborator 
cele mai sensibile sint cobaiul si hamsterul: la cobai in- 
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fecția poate fi reprodusă pe orice cale de inoculare. După 
inocularea intraperitoneală, infecția evoluează acut sau 
cronic, în funcție de doză. Pentru diagnostic, se inocu- 
lează cîte doi cobai subcutan sau intraperitoneal (1—2 ml). 
După trei săptămîni se sacrifică unul pentru insamintári 
si reacții serologice, iar al doilea se sacrifică dupa 6 
săptămâni. Se fac însămânțări din splină, ficat si ganglio- 
nii regionali. Se recoltează si singe pentru reacția de aglu- 
tinare lentă. Se consideră reacție pozitivă cînd titrul mi- 
nim este 1/10 (Linsert și col., 1970). 

Taxonomie: specii de Brucella care pot fi considerate 
„clasice“ sint Br. melitensis, Br. abortus şi Br. suis. Dife- 
mp sistematicieni, în decursul timpului, au adăugar la 
acestea si alte specii, unele rămânând, altele fiind între 
timp din nou eliminate din genul Brucella sau reconsiderate 
ca biotipuri. O altă problemă privind clasificarea bruce- 
lelor se referă la variabilitatea unor caractere în cadrul 
aceleiași specii. Unele din acestea sînt însușiri esenţiale, 
ca de exemplu existența unor diferențe între receptivita- 
tea naturală a animalelor gazdă, altele se referă la numai 
una sau mai multe proprietăți biochimice. În acest sens, 
speciile clasice au fost împărţite în biotipuri, al căror nu- 
măr a înregistrat de asemenea variaţii de-a lungul timpu- 
lui în funcţie de părerea diferiților autori. Punctul de 
vedere oficial în momentul de față este cel formulat de 
comitetul mixt F.A.O./O.M.S. de experţi în probleme de 
bruceloză, după care, în cadrul genului sînt acceptate ur- 
mátoarele specii și biotipuri: Br. melitensis cu 3 biotipuni, 
Br, abortus cu 9 biotipuri, Br. suis cu 4 biotipuri, Br. neo- 
tomae, Br. ovis şi Br. canis, ultimele 3 avind un singur 
biotip (tabelul 12). 
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Particularităţi privind tehnicile aplicate pentru diferențierea 
speciilor și biotipurilor de Brucella 


— Testul producției de H3S se executa prin metoda ben- 
zilor de hîrtie de filtru cu acetat de plumb (vezi pag. 282) 
în culturi pe geloza nutritiva, pH 6,6. La fiecare 24 ore, 
se înlocuiesc benzile. Reacţia se urmărește timp de 4—6 
zile. Pe fâșşiile scoase se măsoară în milimetri înălțimea zo- 
nei Înnegrite și se notează ziua când hîrtia ramine alba. 
La sfârşit datele se cumulează. 

— Determinarea acţiunii bacteriostatice a coloranților 
constă în însămînțarea brucelelor pe medii (geloză-ser-glu- 
cozată) care conțin substanțe colorante. Acestea sînt: al- 
bastru de bromtimol 0,015%/, tionină 1/30 000, pironină 
1/100 000, fucsina 1/25 000, violet de gențiana 1/50 000. 
Pentru tipaj curent experții O.M.S. și F.A.O. recomandă 
uonina şi fucsina bazică. Mediile cu coloranți se toarnă 
în placi Petri, se însămâînțează cu ansa dintr-o suspensie 
groasă de bacterii. După incubare, timp de 3 zile, se ci- 
teste rezultatul. Paralel se însămînțează și tulpinile stan- 
dard. 

— Determinarea lizosensibiliați la fagul Tbilisi. Acest 
fag este activ faja de tulpinile de Br. abortus, are activi- 
tate slabă faţă de Br. suis şi este inactiv față de Br. me- 
litensis, Pentru diferenţierea tulpinilor de Br. abortus sau 
de Br. suis se folosesc două dilugi de fag 1 DIR şi 
10000 DIR. Din tulpinile de examinat, în faza S, se face 
o suspensie în ser fiziologic peptonat 1%o si se însămîn- 
țează cu porttampon de vatà muiat in suspensia respectiva. 
Însămânțarea se face în linii pe suprafaţa unei plăci gi 
apoi se depune cîte o picătură din dilutiile de fag. Tulpi- 
nile de Br. abortus sînt lizate de ambele dilupii, în timp 
ce tulpinile de Br. swis sint lizate numai de dozele de 
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FAMILIA MICROCOCCACEAE 
Genul Staphylococcus 
Specii: St. aureus (St. pyogenes) și St. epidermidis 


Gazda receptivá si infecția naturală: St. aureus este pa- 
togen pentru om şi numeroase specii animale la care pro- 
duce infecții, în majoritatea cazurilor locale, rareori ge- 
nerale, avînd un caracter predominant piogen. Dintre sta- 
filocociile animale cele mai importante sînt mamita stafi- 
lococică (gangrenoasă) a oilor (răsfugul negru) si mamita 
stafilococicá a vacilor. Printre- celelalte infecţii stafiloco- 
cice, menţionăm dermatutele (mai frecvente la carnasiere), 
abcesele cu foarte variate localizări, după cum și inflama- 
ui purulente ale diferitor organe, pe care le provoacă 
singur sau în asociaţie cu alte bacterii. La om, St. aureus 
produce furunculoza, infecții puerperale, diferite infecțu 
locale şi este frecvent agentul unor toxiinfectii alimentare. 
St. epidermidis este nepatogen. 

Surse de izolare: puroi, lapte, organele cadavrelor pre- 
zentate la autopsie, conținut intestinal, urină, alimente, 
tegumentul omului şi animalelor sănătoase, aer. 

Examen microscopic direct: în frotiurile din puroi, co- 
lorate prin metoda Gram, se pot observa germeni sub 
formă de grupări stafilo, constituite de regulă dintr-un 
număr mic de coci. Un aspect asemănător se poate găsi 
^n frotiurile din unele alimente care au provocat toxin- 
fecti alimentare la om. | 

Condiţii de cultivare: facultativ aerob-anaerob, se dez- 
voltá pe medii uzuale (bulion, agar) in 24 ore la 37°C. 

Conduita de izolare: din materiale în care stafilococii 
se păsesc în amestec cu alte bacterii, se recomandă însă- 
míntarea pe medii selective care permit dezvoltarea stafi- 
lococilor inhibînd alți germeni (mediile Chapman, Vogel- 
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Johnson, Baird-Parker, vezi pag. 241). Medule selective 
permit uneori, pe baza aspectelor culturale sau a reacţiilor 
de culoare, aprecierea unor proprietăți biochimice sau de 
patogenitate ale tulpinilor izolate (mediul Chapman-fer- 
mentarea  manitolului, mediul Vogel-Johnson-activitatea 
coâgulazica). Ca medii selective se mai pot folosi agarul 
hiperclorurat 7,59/ simplu sau cu adaos de singe de oaie. 


Identificare 


Morfologie: formă sferică avînd diametrul in jur de 
1 micron; în frotiuri, germenii sînt grupaţi sub forma de 
gramezi, avînd aspectul unor ciorchini de strugure (gru- 
pările sint mai mari și mai caracteristice 1n frotiurile din 
culturile pe medii solide și mai mici în frotiurile din medii 
lichide sau din materiale patologice); necapsulat, neciliat, 
nesporulat, Gram pozitiv. 

Caractere. culturale: medii lichide — turbiditate intensa, 
depozit necaracteristic, ușor omogenizabil, unele tulpini 
formează un slab inel la suprafață; agar — colonii ro- 
tunde, neuniforme, în general mari, avînd diametrul între 
1 si 6 mm, opace cu suprafața netedă și lucioasă cu mar- 
ginile regulate, pigmentate. 

Pigmentul: este nedifuzibil în mediu şi de natură lipo- 
cromă; culoarea pigmentului se corelează într-o oarecare 
măsură cu originea tulpinilor și patogenitatea acestora; 
astfel, tulpinile patogene de origine umană prezintă un 
pigment aurju, tulpinile de origine ovinà au o culoare 

bă-cenușie, cele nepatogene au un pigment alb-cretaceu 
sau galben-citrin. 

Proprietăţi biochimice: fermenteazá glucoza, lactoza, 
zaharoza, manitolul si glicerolul. Nu fermentează rafinoza, 
salicina și inulina; de regulă, hidrolizează hipuratul de 
sodiu; nu hidrolizează amidonul şi esculina; reduce nitra- 
“i; produce caralazá; St. aureus este hemolitic. 
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Proprietăți antigenice: s-a încercat folosirea reacţiilor de 
seroaglutinare $i seroprecipitare în vederea diferențieri 
stafilococilor patogeni de cei nepatogeni. Jullianele 
si Wieghard, 1935, identifica la stafilococri patogeni 
pe care îi încadrează în grupul antigenic A, un polizaha- 
rid antigenic, spre deosebire de grupul antigenic D care 
cuprinde stafilococii nepatogeni. Numarul serotipurilor a 
crescut între timp considerabil fiind astăzi peste 40, iar 
tipizarea serologică nu și-a găsit aplicaţii în practica. 

Lizotipie: setul internațional folosit in bacteriologia 
umani a fost adoptat și pentru stafilococii de origine ani- 
mali. La aceştia, se adaugă unii fagi specifici pentru sta- 
filococii bovini propuși de Davidson, 1265. 

Rezistenţa: în comparaţie cu alți coci, stafilococii sint 
cei mai rezistenți la acțiunea factorilor de mediu. Majo- 
ritatea celulelor bacteriene se distrug la 60°C in 30 mi- 
nute, dar celulele izolate sînt distruse în acelaşi interval 
de timp abia la 80°C. 5i față de substanțele chimice, sta- 
tilococii sint mai rezistenți decit alte bacterii nesporulate 
În puroiul uscat, germenii supraviețuiesc cîteva luni. Din- 
ie antibiotice, stafilococii sint sensibili față de penici- 

lină (dau însă deseori mutante penicilino-rezistente), te- 
traciclina, eritromicina, cloramfenicol, neomicină, strepto- 
micina etc. 

Patogenitate pentru animale de laborator: cel mai sen- 
sibil este iepurele, care in urma inoculării intravenoase 
face o infecţie care evoluează mortal cu leziuni şi prezența 
unui număr mare de germeni în rinichi. Soarecele şi co- 
baiul prezintă un anumit grad de rezistenţă. Şobolanii 
tineri fac deseori infecții mortale caracterizate printr-o 
simptomatologie nervoasă În urma inoculàrH intravenoase 
(Bica Popii V. 1958). Tulpinile de origine ovina sînt 
patogene în condiții experimentale şi pentru hamster; po- 
rumbel (Sta matin și col, 1957) şi prepeli(a japoneza 
(Marica, 1971). 
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Mecanismele patogenitátiz stafilococilor: patogenitatea 
stafilococilor se datorește virulengei și unui bogat arsenal 
de secrefii determinante pentru agresivitatea sau toxicita- 
tea tulpinilor. Principalele secreții responsabile de pato- 
genitatea stafilococilor și metodele aplicate pentru pune- 
rea lor în evidenţă sînt următoarele: 

1) Stafilocoagulaza acţionează în vivo și în vitro prin 
coagularea plasmei. Prezenţa ei se pune în evidență prin 
testul coagulazei descris la pag. 293. Cînd există un interes 
deosebit testul coagulazei se poate executa și cantitativ 
(volume egale de plasmă sint amestecate cu cantități, des- 
crescinde din cultura în bulion de 24 ore a tulpinii de 
examinat). Activitatea coagulazica este evidențiabilă si 
prin cultivarea pe mediile Baird-Parker și Vogel-Johnson 
(vezi pag. 241). 

2) Hemolizinele acţionează prin liza globulelor roșii și 
se examinează prin cultivare pe agar cu singe. La St. au- 
reus se pot deosebi 4 tipuri de hemolizine cu însușiri fi- 
zico-chimice și activitate biologică diferită: 

— hemolizina «, caracteristica în general pentru tulpinile 
de origine umană, este activă față de hematile de iepure 
şi produce pe agar-singe o zonă de hemoliza clară cu 
marginile neprecis delimitate; hemolizina æ acționează la 
37°C şi nu-şi prelungeşte efectul la 4°C. Hemolizinei 
se atribuie efecte dermo-necrotice, letale și leucocidinice; 

— hemolizina f este prezentă într-o mai mare măsură 
la tulpinile de origine animală, are o activitate mai pro- 
nunțată față de hematiile de oaie şi bou, pe agar-singe 
produce o zonă întinsă de hemoliza, mai puţin clară decât 

în cazul bemolizinei «, dar cu margini net delimitate. In 
cazul trecerii culturilor de la 37°C la 4°C hematiile se li- 
zează total, mediul devenind transparent. Hemolizina P 
nu are efect letal decît în doze mari, În comparaţie cu 
celelalte hemolizine stafilococice, hemolizina B are un grad 
de termorezistentà mai ridicat, Hemolizina B inhibă ac- 
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tivitatea hemolizinei %. Activitatea lizinei 8 este în schimb 
accentuată în zona hemolizei D; 

— hemolizina Y este activă față de hematile mai mul- 
tor specii (iepure, oaie) și inactivă pentru hematiile de 
cal. Temperaturile ridicate influențează defavorabil he- 
molizina Y, care este foarte labilă. La temperaturi joase 
activitatea acestei fracțiuni este în schimb de lungă du- 
rată; 

"^" hemolizina 9 este antigenic distinctă de celelalte 
fracțiuni, iar elaborarea ei este condiționată de cultivarea 
germenilor într-o atmosfera îmbogăţită în CO». 

3) Hialuronidăza sau factorul de difuziune este o en- 
zimă cu activitate liticá pentru acidul hialuronic, care fa- 
vorizează dispersarea germenilor în țesuturi bogate în 
această substanță. Ea poate fi pusă în evidenţă prin ino- 
culare intradermică la iepure în asociație cu o substanță 
colorantà (de ex., albastrul de metilen). Concluziile pri- 
vind prezenţa si cantitatea de hialuronidază sînt deduse 

pe baza mărimii zonei din jurul locului de inoculare în 
care difuzează colorantul. 

4) Necrodermotoxina, socotită multă vreme ca o secre- 
tie aparte, este identificată în ultimii ani cu hemolizina « 

5) Toxina cu efect letal este o secreție à cărei prezență 
se deduce pe baza morţii la cîteva minute de la inocula- 
rea intravenoasă a iepurilor, cu filtrate de culturi. Se pre- 

supune că aceasta fracțiune acționează asupra miocardu- 
lui şi după unii autori, asupra celulei nervoase. 

6) Leucocidinele determina distrugerea leucocitelor. Au 
fost descrise trei tipuri de leucocidine (leucocidina NW — 
Neisser-Wechsberg, leucocidina RV — Pan- 
tone-Valentine gi leucolizina), care pot fi consi- 
derate și ca fracțiuni ale aceluiași principiu activ. 

7) Fibrinolizina este o secretie prezentă mai frecvent la 
srafilococii de origine umană si canină. Această secreție 
acţionează prin liza fibrinei. Nu este suficient de bine sta- 
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bilit rolul ei în infecția stafilococică, iar în practica de 
laborator curentă nu se recurge la punerea ei în evidenţa. 

8) Enterotoxina este o secreție termostabilă elaborata 
de unele tulpini de stafilococ. Prezenţa acestei toxine este 
responsabilă de tulburările digestive pe care le provoacă 
vulpinile capabile să produca toxfinfecții alimentare. Pu- 
nerea în evidență a enterotoxinei se realizeaza prin ino- 
culare intraperitonealà la pisoi (testul Dolman) a filtrate- 
lor obţinute din culturi în medii speciale incubate în 
aumosferă de CO, Marica (1971) a stabilit ca nu 
există o corelaţie prea strânsă între secreția de coagulaza 
şi enterotoxină, numeroase tulpini coagulazo-negative fiind 
capabile să elaboreze enterotoxina. 

in afară de secrețiile enumerate, stafilococii patogeni 
elaborează o A.D.N.-azà, o fosfatază, o arginază și alte 
enzime, intervenţia unora dintre ele in mecanismul patoge- 
nităţii confirmîndu-se în lucrări de dată mai recentă. 

Taxonomie: există un acord unanim privind Încadrarea 
stafilococilor în două specii: St. aureus și St. epidermidis. 
St. aureus include tulpinile patogene, iar St. epidermidis 
tulpinile nepatogene. Pentru aprecierea patogenității unei 
tulpini și deci pentru stabilirea apartenenţei ei la o specie 
sau alta se iau în considerare în primul rînd răspunsurile 
pozitive la un număr cât mai mare din testele de punere 
în evidență a mecanismelor de patogenitate enumerate 
mai sus. La acestea se pot adăuga şi o serie de teste aju- 
tátoare cum sînt: fermentarea manitolului, gelatinoliza, 
culoarea pigmentului, aspectul cultural pe medii cu cristal 
violet, dezvoltarea pe medii cu sublimat etc. Încadrarea 
tuturor tulpinilor Într-o specie sau alta implică uneori nu- 
meroase dificultăți datorită răspunsurilor discordante la 
diversele teste de patogenitate. | 

O a doua problemă de taxonomie asupra căreia nu 
există însă un punct de vedere unitar, literatura cuprinzind 
maj multe propuneri, se referă la tipuri. Dintre propu- 
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nerile existente 1n acest sens menţionăm pe cea a lui Sta- 
matin si col. (1949—1957) și pe cea a lu Meyer 


(1967). 
Stamatin si col. propun două tipuri (uman și ovi 


) 


n 
A 


care se diferenţiază între ele pe baza criteriilor redate în 
tabelul 13. 
TABELUL 13 
Deosebirile între tipurile uman şi cel ovin ale speciei 
St. aureus (după Stamatin si col, 1949—1957) 
Sy Criteriul de diferentiere |ripul uman | Tipul ovin 
Pigmentul | auriu | alb-gris 
Activitatea coagulazică Plasma de iepure + | -- 
fatá de: 
| Plasma de bou — zs 
Tipul de hemolizine ; a a şi Ș 
Patogenitatea experimen- | Hamster — + 
tală pentru: 
Porumbel PR + 


Marica (1971) constată că porumbelul poare fi în- 
locuit cu bune rezultate în examenul patogenității stafilo- 
cocilor cu prepelița japoneză. 

Meyer (1967) propune trei tipuri: uman, bovin si 
| canin, criteriile ide diferenţiere dintre ele fiind redate în 
tabelul 14. În afară de activitatea coagulazica, Meyer 
ia în considerare pentru propunerea sa şi activitatea he- 
moliticá, sensibilitatea faţă de bacteriofagi si aspectul 
cultural pe agarul cu cristal violet, 
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TABELUL 14 


Deosebirile între tipurile uman, bovin și canin ale speciei 
St. aureus (după Meyer, 1967) 


‘tipul 
uman 


FE | 
Criteriul de diferențiere | | Tipul bovin| Tipul canin 


Activitatea coagulazică om ar | i | — 
față de plasma de: WES | : : 


Genurile Micrococcus, Gaffkya si Sarcina 


Aceste genuri, încadrate tot în familia Micrococcaceae, 
cuprind germeni nepatogeni, dar care prin asemănările 
morfologice și culturale, pe care le prezintă cu stafilococii 
pot crea confuzii în identificarea acestora. Baze teoretice 
solide privind deosebirile între aceste bacterii au fost sta- 
bilite prin schema propusă de Baird Parcker, 1965, 
care are drept criteriu esenţial de diferenţiere, deosebirile 
din structura ADN și în special raportul cantitativ pon- 
deral diferit dintre guanină și citozina (GC0/p). Cum ase- 
menea criterii nu sînt însă la îndemîna bacteriologului 
practician, recomandarea lui Merchant si Packer, 
1967, de a lua în considerare absenţa totală a activității 
hemolitice la aceste bacterii, în vederea eliminării posibi- 
lirágilor de confuzie cu stafilococii patogeni, este cit se 
poate de rezonabilă. 


FAMILIA LACTOBACILLACEAE 


Genul Streptococcus 


Gazde receptive şi injecții naturale: genul Streptococcus 
cuprinde un număr important de specii care produc di- 
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verse infecții la un număr mare de specii animale. Infec- 
tiile streptococice, care ocupă un loc mai important în pa- 
tologia veterinară sînt: mamita streptococică a vacior, 
gurma la tineretul cabalin, infecțiile septicemice cu evo- 
lutie enzootică intílnite la tineret în cadrul diferitelor 
speci animale (purcei, miei), streptococii enzootice la pa- 
sări si la şoarecii albi de laborator. Streptococii mai pro- 
duc, singuri sau în asociaţie cu alte specii bacteriene, in- 
fecţii locale diverse. Astfel, de la cabaline se izolează 
streptococi din artrite în cazuri de piosepticemie a mân- 
jilor, fistula grebănului, gangrena gazoasă; Ide la cîine si 

pisică, din diverse dermatite, otite, faringite etc. La om, 

streptococii produc scarlatina, erizipelul, tonsilite, infecții 

puerperale. În nefrite, stări reumatismale, gangrena ga- 

zoasă etc., streptococii au deseori la om un rol etiologic 

insemnat. Enterococii pot fi uneori agenti ai toxiinfecțiilor 

alimentare la om. 

Surse de izolare: taurine: lapte, puroi, secreţii vaginale. 
Cabaline: puroi, lichid sinovial. Diverse specii: lapte, pu- 
roi, organe diferite (cord, rinichi, pulmon, articulaţii, 
splină, ficat etc.) suprafața mucoaselor căilor digestive 
anterioare. 

Examenul microscopic direct: în majoritatea cazurilor 
germenii sint evidentiabili în frotiurile executate din laptele 
recoltat din mamite (ca atare sau depozit de centrifugare), 
din puroi în cazuri de gurmă,din diverse organe cu le- 
ziuni etc. 

Condiţii de cultivare şi izolare: există specii aerobe și 
anaerobe; majoritatea streptococilor sint serofili şi se dez- 
volt bine în bulion si pe agar cu ser. Pentru izolare, se 
recomandă agarul cu singe. Unele specii sînt halofile si 
crese pe medii cu sînge și NaCl 79/0. Pentru speciile ana- 
erobe se recomandă mediul Kitt-Tarozzi sau bulionul VE 
cu ser. Pentru izolarea enterococilor agarul cu cristal vio- 
let și azid de sodiu (vezi pag. 240) si mediul Frazier (vezi 
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pag. 286). Pentru izolarea streptococilor din mamite sint 
adecvate medii selective cu esculina, sînge defibrinat de 
bou si cristal violet (vezi pag. 241). În cazurile cînd incer 
càrile de izolare din lapte sint neconcludente, se recomandă 
insàmingari din depozitul de centrifugare. Temperatura op- 
timà de cultivare este 37?C. Majoritatea speciilor se dez- 
voltà în 24 ore. Viabilitatea germenilor în culturi este în 
medie de 30 zile. 


Identificare 


Morfologie: germen de formă sferică sau ovala cu diame- 
trul de aproximativ 1 micron, grupat în lanţuri. Lungimea 
lanțurilor este în funcție de specie, tulpină și materialul 
din care se executa frotiurile. Astfel, Str. equi formează 
lanţuri lungi, în timp ce streptococii din mamite, lanţuri, 
mijlocii sau scurte. În frotiurile din culturile în medii li- 
chide, lanţurile sint totdeauna mai lungi în comparație cu 
cele de pe medii solide sau din organe. Unii streptococi sînt 
capsulati; dar majoritatea nu prezintă această particulari- 
tate morfologică. Este neciliat, nesporulat, Gram pozitiv. 

Caractere culturale: gradul de turbiditate al mediilor li- 
chide este în funcţie de lungimea lanțurilor. Tulpinile care 
formează lanţuri lungi se dezvoltă aglutinat, în timp ce 
mediul de cultură rămâne limpede. Streptococii constituiți 
din lanţuri scurte produc o turbiditate de intensitate varia- 
bilă a culturilor. Pe mediile solide, streptococii formează 
colonii rotunde, de dimensiuni constant mici (aproximativ 
1 mm diametru), transparente sau semitransparente nepig- 
mentate, 

Proprietăţi biochimice: există variații în funcţie de spe- 
cii, care se diferențiază, printre alte criterii, pe baza ac- 
tivitátii enzimatice faţă de glucide și polialcooli, după cum 
sí a proprietăților hemolitice, La streptococi, se deosebesc 
trei tipuri de comportare faţă de hematiile de cal: 
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— tipul a sau efectul viridans, care constă in modifi- 
carea culorii agarului cu singe, din roșu, într-o culoare de 
nuanță verzuie; această modificare nu se datorește de fapt 
lizei globulelor roșii, ci transformării hemoglobinei in 
methemoglobină; 


— tipul B sau hemoliza adevărată însoțită de hemodi- 
gestie în care mediul se decoloreaza și devine total trans- 
parent; 

— tipul y cuprinde tulpinile nehemolitice. 


Alte teste biochimice care pot fi utilizate pentru diferen- 
terea speciilor de streptococi sînt comportarea în laptele 
turnesolat si descompunerea hipuratului de sodiu (tabe- 


lul 16). 


Structura antigenicá: o clasificare serologică universal ac- 
ceptată a streptococilor, cu aplicații practice in identifica- 
rea speciilor, a fost realizată prin cercetările întreprinse în 
perioada 1928—1946 de Lancefield. Împărţirea strep- 
zococilor în grupe serologice s-a făcut, pe baza unui anti- 
gen de natură glucidică cu specificitate de grup denumit 
„substanța C“. Pentru determinarea grupei serologice se folo- 
seşte reacția de seroprecipitare, antigenii fiind pregătiți prin 
hidroliza cu HCl la cald, a suspensiilor culturilor din tul- 
pinile de tipizat. 

Rezistență: streptococii sint foarte sensibili la acțiunea 
factorilor de mediu. La 60*C sînt distruși în intervale care 
diferă de la o specie la alta. Streptococii de origine ani- 
mală sînt mai rezistenți. Uneori, streptococi din grupa 
mamitelor nu sint distruși în totalitate prin operațiile de 
pasteurizare a laptelui. Aceiași streptococi au fost izolați 
si din probe de lapte praf. Streptococii sînt sensibili la us- 
cáciune, Rezistă în general mai bine cînd sint incluși în 
material organic (de ex., Str. equi în puroiul din leziunile 
de gurmá). Dezinfectantele sînt active în concentrațiile 
uzuale, La fel şi numeroase antibiotice printre care în pri- 
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mul rînd penicilina (streptococii nu dau mutante penicilino- 
rezistente), 


Patogenitate: în cadrul genului există numeroase specii 
nepatogene. Speciile patogene pentru animale și om își da- 
toresc patogenitatea virulengei si diferitelor secreții toxice, 
printre care menţionăm hemolizinele streptococice (strepto- 
lizinele), hialuronidaza, leucocidinele, o coagulaza (la unele 
specii) eve. Dintre animalele de laborator, ce] mai sensibil 
este șoarecele, calea de inoculare cea mai severa fiind cea 
intraperitonealà. 

Taxonomie: streptococii au fost încadrați în 4 grupe 
(piogenică, viridans, a enterococilor și lactică), care se dife- 
rențiază între ele pe baza nigel ecologice, a patogenitatil, 
a tipului de hemoliza, a sensibilităţii faţă de anumiţi. fac- 
vori de mediu etc. (tabelul 15). 

În cadrul grupelor, speciile se diferenţiază pe baza urmă- 
toarelor criterii: tipul de hemoliză, activitatea enzimatică 
față de glucide şi polialcooli, hidroliza hipuratului de. so- 
diu, comportarea 1n lapte turnesolat, grupa serologica Lan- 
cefield (tabelul 16). 

Examenul produselor alimentare din punct de vedere al 
prezenţei enterococilor: o problemă care interesează bac- 
zerioclogia alimentelor o constituie evidenţierea în anumite 
produse alimentare a prezenței enterococilor, ca indicator 
igienico-sanitar. In acest scop, se recurge la însămânţări pe 
mediul cu azid de sodiu și cristal violet sau pe mediul Fra- 
sier. Identificarea enterococilor din punct de vedere al spe- 
ciei, de regulă, nu prezintă interes practic. 

Conduita diagnosticului în mamita streptococică: pentru 
examenul probelor de lapte din punot de vedere al con- 
ținutului În agenţi ai mamitei streptococice se recomandă 
examenul microscopic direct, însămânțări în bulion cu ser, 
pe agar-singe și pe agar cu esculinà, singe defibrinat de bou 
și cristal violet (vezi pag. 241); paralel se recurge la exe- 
cutarea testului cu brom-crezol purpur si a testului CAMP 


112 


» 


od dl! 11499301 y IHI STUDIO “MS 
| | z $1420" “MG 
| | | 
| | 
oict|—i4|—i—|-c-i—|-24i-—l|-— 9 quis 923120203 2711201 
AN i | | Y Y ii 11094 | -d3x38 gyru oupmejg | 7294? 455 
| | ENA -el»*A A 201 
ric | 1 
SR DE: rs Is CE me ERE rm Xm 2 
| | S S T AN | -20173» MG 
| | semue | 
Ed | | 31890] 114 |rroods 35134 sur 
1 j^ E: 
3 | +] Mond Bai a pond] E g -ur 9SI9Ar | PIWO | -15emba “495 
31—1—1—1—4 4 vn ona oral bar g furia) 12) | mba 45 
| ISIIATP EDO] 174 | 
| -99gur *Iqre 1991 
-BOŚ ‘ƏM “199 o[eure | 
| -md '*i1gsed e] roads | 
JDIJOOZUY [BI 3SBOJ | Sna11427 
3 1—i—i1—1i* 11x ego g -əu93 poor -umy | -142002 "4S 
: '039 PW | 
| dos “ars 
ja] -uoj  '[edizize A saw 
ze , « - 2304 ` 
vizi—i4i—i—-ic-i—iciziczi d guryepreog mo | -e3o4d "as 
-cd-lgi£lezgelizisirt|g|g 
sala 18 je leia 12 [2/2/16 135 
os (e 15126 |=|28 18181512 
ázist 2 = [mulo = 5 e ZOW 
2E] g |E |a (22 2/8 IR | | | RATE gando eroate 
a z & o | pp] | P i snpoid erjo9jur ze 2 
= = | | snp HFT "pzeo 
pu pop | 24204 1] AMA | 
2748] ul :2p 9483 | 
E218110dn0^) gArjejuam9]9]?)AT?V | | 
^s]711U23123!Pp 932399499 DUNA mS i 
MM pia [a uoxoveg Hueyda J zdnp 
(avorgrpotu */961 1233 d, 
Ji i js anur o[enuogopp MIMI 
a[eusue nijuad ruogojed 42020324 "RT TP a 
91 'I(YI34V.L 


(vezi pag. 293) direct din lapte. Ulterior, testul CAMP se 
poate relua pornind de la culturile de streptococ izolate. 
Pentru diferenţierea speciilor se recurge la criteriile din ta- 
belul 16. În cazul când se urmărește un grad de certitudine 
mai mare, examenele menţionate mai sus se pot executa por- 
nind de la sedimentul de centrifugare al probelor de lapte. 


Genul Diplococcus 


Specia D. pneumoniae 


Numele comun: pneumococ. 

Gazda receptivá şi infectia naturală: produce pneumonii 
la om și uneori la animale (viței, cobai). 

Surse de izolare: organe cu leziuni (pulmon). 

Examenul microscopic direct: în frotiurile colorate prin 
metodele Gram și Giemsa se observă diplococi capsulari. 

Condiţii de cultivare: aerob, pe medii cu ser sau sînge, 
incubare timp de 24—48 ore la 37°C. 


Identificare 


Morfologie: coc, avînd dimensiunile între 0,5—1,25 mi- 
croni, de formă ovală, asimetrică, cu o extremitate mai ro- 
tunjità şi una mai ascuţită (formă lanceolatà), dispus în 
grupări diplo cu extremitățile mai ascuţite față în faţă; 
caspulat — capsula este comună pentru o grupare diplo, este 
de natură polizaharidica, este evidengiabilà în frotiuri din 
organe, este absentă în culturi. Germen neciliat, nesporulat, 
Gram pozitiv. 

Caractere culturale: medii lichide — vurbiditate mode- 
ratá; medii solide — colonii constant mici, rotunde, cu dia- 
metrul de 1 mm, albe-cenușii, semitransparente, nepigmen- 


tate, 
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Proprietăţi biochimice: fermenteazà constant glucoza, 
lactoza, maltoza, zaharoza, esculina și inulina, deseori și 


5] 
rafimoza şi salicina; în majoritatea cazurilor, nu fermen 


teazà manitolul; nu produce indol, nu reduce nitrații; este 
neproteolitic; acidifica și coaguleaza laptele. O proprietate 
biochimică caracteristică pentru aceasta specie este sensibi- 
litatea faţă de bilă, care în concentraţii de 1/10 lizează ce- 
lulele bacteriene (testul de biloliza). 

Structură antigenică: îndeosebi pe baza antigenilor capsu- 
lari, pornindu-se de la 4 tipuri antigenice clasice, s-a ajuns 
astăzi la diferenţierea a peste 70 serotipuri. 

Patogenitate: principalul mecanism al patogenitatii pneu- 
mococului este virulenga (capsula are un important rol anti- 
fagocitar). Dintre animalele de laborator, cel mai sensibil 
este șoarecele, care pe cale intraperitoneala face o infecție 
mortală, iar la autopsie în frotiurile din organe (pulmon, 
lichid peritoneal), se găsesc numeroși germeni capsulați. 


Specia D. pluton 


Este o specie neomologatà oficial. Se observă in frotiu- 

rile din larvele albinelor cu locă europeană. Se presupune 
a fi singurul sau unul din asociaţii complexului etiologic 
bacterian care produc această infecţie. 


Genul Lactobacillus 


Cuprinde numeroase specii nepatogene care se găsesc în 
lapte, diverse produse alimentare, dar pot fi izolare şi din 
salivă, din fecale și din diverse organe de la om si animale. 

Din punct de vedere morfologic, germenii din acest gen 
au formá de bacil, de dimensiuni variabile, necapsulafi, ne- 
ciliați, nesporulati, Gram pozitivi. 


115 


Se cultiva pe medii cu pH slab acid si dau culturi bine 
dezvoltate în 2—6 zile. Temperatura optimă este 22°C, 

Din punct de vedere biochimic, fermentează glucoza, coa- 
gulează și reduc laptele turnesolat. 
Diferentierea între specii se face pe baza aspectelor cul- 
turale, a ii lite se morfologice (mărimea bacililor și 
lungimea lanțurilor), a posibilității de dezvoltare la diferite 
temperaturi (15°C, 45°C, și 48°C) si a activității fermen- 
tative față de diverse glucide și polialcooli. În determina- 
torul Bergey 1957, genul Lactobacillus include 15 specii. 


FAMILIA CORYNEBACTERIACEAE 


Genul Corynebacterium 
Specia C. pyogenes (Bacillus pyogenes) 


Gazda natural receptivá si infecția naturală: patogen 
pentru animale și om. Mai frecvent, se izolează de la por- 
cine și bovine, mai rar de la alte specii (ovine). Infecția la 
porcine denumită piobaciloză, se caraoterizează prin abcese 
cu diverse localizări, poliartrite, spondilite, bronhopneumo- 
nn. La bovine, infecția se manifestă mai frecvent sub formă 
de artrite, mamite, omfalite, avorturi. Se poate găsi şi ca 
microb de asociaţie în bronhopneumonii la bovine $1 por- 
cine. La alte specii animale (ovine, caprine) produce colecții 
purulente, pneumonii, mastite. De la om se izolează din 
faringite. 

Surse de izolare: materialul purulent din abcese. artrite, 
avortoni, secreții vaginale, spermă, lapte (la vaci cu ma- 
mita). 

Examen microscopic direct: în frotiurile din puroi se ob- 
servă bacili Gram pozitivi, fini, subțiri, uneori colorati gra- 
nular, dispuși în grupări neregulate. 
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Condiţii de cultivare: aerob, dar se dezvoltă bine si în 
anaerobioza, temperatura optima 37?C, pH neutru. Cul- 
tura evidenta la 48 ore. Se dezvoltă pe medii cu ser sau 
singe; condiții optime sînt asigurate de mediul cu extract 
cord-creier și adaos de ser. Viabilitatea în culturi este 
redusă, Pentru conservare în laborator se poate întreține 
în bulion cu ser sau sînge sau în lapte, la temperatura ca- 
merei și cu transplantari lunare. Cea mai bună metodă de 
conservare a tulpinilor este liofilizarea. 


Identificare 


Morfologie: bacil mic, de 0,5—2 microni lungime și 
0,2—0,3 microni grosime, subțire, cu capetele ascuțite, gru- 
pări neregulate (aspect de litere chinezești) și în palisadă. 
Este nesporulat, neciliat, necapsulat, Gram pozitiv, în cul- 
turi vechi însă se decoloreazà ușor. 

Caractere culturale: medii lichide — în bulion cu ser for- 
mează un depozit fin, granular pe fund si pe pereţii tubu- 
lui; nu formează peliculă; medii solide — pe agar cu ser — 
colonii mici, fine, transparente, asemănătoare cu cele de 
streptococ. Examinate la lupă însă sînt mai bombate gi mai 
strălucitoare, în timp ce coloniile de streptococ sînt mai 
plate și mai marte. 

Proprietăţi biochimice: fermenteazá (în bulion cu ser) 
glucoza, zaharoza, lactoza si xiloza, nu fermenteazá rafi- 
noza, inulina, manitolul și salicina. Lichefiază gelatina, 
coaguleazá laptele după 48 ore la 37*C, îl acidifică şi ul- 
terior îl peptonizeazá. Este beta hemolitic, nu produce in- 
dol, nu produce HS, nu reduce nitrații, reacțiile rogului 
metil și Voges Proskauer sînt negative. 

Rezistenţa: este sensibil la acţiunea factorilor fizici gi 
chimici. Dintre antibiotice este foarte sensibil in vitro faţă 
de penicilină; tovuși tratamentul nu dă rezultate cores- 
punzátoare datorită caracterului leziunii. 
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Proprietáti antigenice: este omogen din punct de vedere 
antigenic. 

Patogenitatea: se datorește virulenței și toxicitații. S-a 
pus în evidență o exotoxina hemolitică. În condiţii expe- 
rimentale produce infecții mortale prin inoculare intra- 
venoasă la iepure gi șoarece. Este nepatogen pentru cobai, 
şobolan. 

Alte specii din genul Corynebacterium: dintre speciile 
patogene pentru om cea mai importantă este C. dipbte- 
riae — agentul difteriei la om. 

La animale, se mai întîlnesc în afara infecțiilor cu 
C. pyogenes şi infecții produse de C. pseudotwberculosis, 
C. equi, C. renale, C. kutscheri (C. murium), iar în wti- 
mul timp se semnalează tot mai frecvent şi prezența unei 
specii nepatogene C. bovis. 


TABELUL 17 
Speciile din genul Corynebacterium patogene pentru animale 
şi infecțiile naturale pe care le provoacă 


Specia Gazda Infecfia 
bacterianá receptivá naturală 
C. $yogenes porcine, — piobaciloza; 
bovine, ovine, — infectii purulente lo- 
caprine, rar alte calizate, cu caracter 
specii sporadic 
C. pseudotuber- ovine, — limfadenitá cazeoasá 
culosis (C. ovis) (pseudotuberculoza); 
cabaline — limfangitá ulceroasá 
C. equi cabaline — bronhopneumonie en- 
zooticá minji 
C. renale bovine — pielonefritá 
C. hutscheri șoarece — pseudotuberculozá 
(C. murium) 4 MAR NC > 
C. bovis bovine -— nepatogen, se izolează 
din lapte 
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Speciile cuprinse în tabelul 17, se pot deosebi pe baza 
caracterelor morfologice, condițiilor de cultivare și carac- 
terelor culturale și a proprietăților biochimice (tabelele 
18 şi 19). 


TABELUL 18 


Caracterele diferenţiale morfologice si culturale ale speciilor 
de corynebacterii izolate de Ja animale 


Specia 


C. pyo- 
genes 


C. pseu- 
dotuber- 
culosis 


[C. ovis] 


C. equi 


C. rena- 
le 


C, bo- 
vis 


C, kut- 
scheri 


Morfologie 


Caractere culturale 


medii lichide 


bacili fini, 
09-2 mi= 
croni/ 

0,2 microni 


bacili fini sau 
cocoizi, 1—3 
microni/0,5— 
0,6 microni 


bacili mai mari 
şi mai groși în 
medii lichide, 
cocoid pe me- 
dii solide 


bacilar 2—3 
microni/0,7 
microni, une- 
ori cocoid 


bacilar 2,5—3 


microni/0,5— 
0,7 microni 


bacil cu capete 
ascuţite 


limpede, depozit 
fin, granular 


medii solide 


colonii mici, fine, 
transparente 


limpede, depozit 
fin, granular, 
peliculă 


tulbure, fără pe- 


liculă şi cu sedi- 
ment sau cu peli- 
culă 


sediment, mediul 
limpede 


mici, crem-oranj- 
lobate, compacte, 
uscate 


colonii mari, lu- 
cioase, mucoase 
difluente, galbe- 
ne-crem 


colonii mici, opa- 
ce, uscate, albe- 
cenușii sau lucioa- 
se, pigmentate 
crem 


turbiditate slabă, 
depozit granular 


ușoară turbiditate 
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colonii rotunde, 
cenușii, radiare, 
ondulate, uscate 


colonii mici, fi- 
ne, transparente 


TAI 


BELUL 
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Caracterele diferenţiale biochimice ale speciilor de corynebacterii 
izolate de la animale 


Lichefi- Redu 
Hemo- | Lapte | erea se- pe cerea | Cata 
liza turne- |rujui co-| UXeaza | nitra- laza 
solat | agulat tilor 
C. pyogenes JJ ACP ur vede ssa 
C. equi + =s = EA E i 
C. pseudotuberculosis + — — + == 4 
(C. ovis) 
C. venale AS Alc == Em m == 
C. kutschevi E 2 m 2% zc 
C. bovis SEE me S 
Legendă: -L—pozitiv; —=negativ; +=de regulă pozitiv;  A/c>alcalinizare 


A=acidifiere; C=coagulare; P=peptonizare. 


— Pe lîngă testele menţionate în tabelul 19, speciile de 
Corynebacterium mai pot fi diferențiate şi pe baza fer- 
Ñ mentării zaharurilor, dar rezultatele nu sînt totdeauna 
| concludente. Speciile C. equi și C. bovis sint în general 

| inactive faţă de glucide și polialcooli. 
Infecția experimentală, pe animale de laborator, poate 
fi reprodusă cu unele din speciile care se izolează de la 

| animale, așa cum reiese din tabelul 20. 

| Genul Erysipelothrix 


Specia E. insidiosa (E. rhusiopathiae) 


Numele comun: bacilul rujevului 
Gazda receptivá şi infecția naturală: infecția produsă 
de E. insidiosa, denumită rujet sau popular brincà, se în 
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C. pyogenes 


G: equi 


C. pseudotu- 
berculosis 


Iepure 


i.v. infecție mor- 
tală, artrite 


P ra citie 


Cobai 


rezistent 


nepatogen 


i.p. pseudotuber- 
culozá miliará cu 


moarte rapidá 


sc. - abces 
i.p.- orhivagi- 
nalită (fenomen 


[APELUL 20 
Infecția experimentală pe animale de laborator cu speciile 
zoopatogene de Corynebacterium 


Soarece 


i.v, infecție - 
mortală i. perit 


Strauss) mor- 


tal 7—8 zile 
C. venale — — doze mari 
C. Rutscheri == == infecție mor- 
tală 

C. bovis 0 0 0 z 
tílneste la porcine, mai rar la alte specii (ovine — artrite 
la miei), diferite specii de păsări (mai frecvent la curcani 
si păsări de baltā), om — erizipeloidul lui Rosenbach (in- 


fecție cutanata). 

Surse de izolare: organele animalelor infectate, amig- 
dale de la purtători. 

_ Examen microscopic direct: 
cili fini, subțiri, drepți sau ușor 
deseori fagocitati. 

Condiţii de cultivare: aerob-anaerob facultativ; tempe- 
ratura optimă 37°C, pH 7,4—7,8. Se dezvoltă pe medi 
wzuale dar mai abundent pe medii cu ser, sau în prezenţa 
triptofanului, Dacă materialul din care se tace însămân- 
tarea este contaminat se folosesc medii selective: mediul cu 


în frotiuri din organe ba- 
încurbaţi, Gram pozttvi, 
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azid de sodiu si cristal violet sau mediul cu sînge, la care 
se adaugă neomicina 100 micrograme/1 ml sau kanamicina 
400 micrograme/1 ml. În culvuri, are o rezistența deosebită; 
rezistă câteva luni la temperatura camerei, iar cultura în 
bulion mai mulți ani (11 ani, după Isopescu, cit. 
Stamatin, 1965). 


Identificare 


Morfologie: in frotiuri din culturi se pot observa forme 
bacilare mai lungi sau mai scurte avînd 0,5—2,5 microni 
lungime/0,2—0,4 microni grosime, uneori filamentoase. 
Este nesporulat, necapsulat, neciliat, Gram pozitiv; in cul- 
turi vechi se decolorează relativ ușor; de aceea poate fi 
considerat Gram labil. 

Caractere culturale: medii lichide —  turbiditate slaba, 
uniformă, la agitarea culvurilor tinere se formează valuri 
cu aspect de fum de ţigară; în culturi vechi, se constituie 
un depozit mic, lenticular, aderent, care la agitare se 
ridică sub forma unui filament răsucit; medii solide — 
colonii mici, fine, transparente, suprafața mediului avînd 
aspectul unui geam aburit. Pe medii de cultură, disociaza 
în variante R caracterizate prin colonii mai mari, nere- 
gulate, cu suprafață mata, constituite din forme predomi- 
nant filamentoase. 

Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, galactoza, 
fructoza si lactoza, inconstant xiloza, arabinoza, manoza, 
maltoza, celobioza și melibioza; în general nu fermen- 
teazá glicerolul, sorbitolul, manitolul, inozitolul, ramnoza, 
zaharoza, trehaloza, rafinoza, amidonul, inulina, salicina 
(pentru proba fermentării se recomandă adăugarea la me- 
dii de cultură a autolizatului de drojdie — Bergey, 
1957). Nu produce indol, nu modifică laptele turnesolat, 
produce HS, nu hidrolizează esculina; pe medii cu sînge 
după o incubație prelungită apare o zonă de hemoliză alta 


(viridans); nu reduce nitrații; proba catalazei, a 
lui metil și Voges Proskauer sint negative. 


Proprietăţi antigenice: prin reacția de seroprecipitare 
s-au identificart mai multe tipuri serologice notate A, B, 
N, S-a constatat că există unele relații între tipul serolo- 
gic al unei tulpini și valoarea sa imunizantă, după cum 
şi între tipul serologic și tipul fagic; fagii rujetici sînt 
activi faţă de tulpinile de tip A și inactivi față de 
upul B. 

Rezistență: este un germen sensibil la acțiunea facto- 
rilor fizici și chimici. La 70%C se distruge în 5—10 minute; 
este sensibil faja de dezinfectante: biclorura de mercur 
1/100, formolul 2% si fenolul 5% omoară microbul în 
5—15 minute. Dintre antibiotice, sint active: penicilina 
0,2—0,9 U.I./ml, streptomicina 20—70 gamma/ml, aureo- 
micina 5—10 gamma/ml, cloramfenicolul 15—20 gam- 
ma/ml, hostaciclina 10 gamma/ml (Ungureanu, citat 
Stamatin, 1965). Sulfamidele sînt inactive în vivo 
(Mercbant şi Packer, 1957). 

Patogenitatea se datorește virulenței. În condiții expe- 
rimentale este patogen pentru animale de laborator; in 
ordinea sensibilităţii sint receptivi soarecele și porumbelul 
pe diverse căi, infecțiile mortale avînd durata de 4—5 zile; 
mai puţin sensibil este iepurele (infecția mortală se pro- 


uce numai cu doze mari pe cale intravenoasă); cobaiul 
este rezistent. 


rogu- 


Genul Listeria 


Specia L. monocytogenes 


Gazda receptivá si infecția naturală: L. monocytogenes 
produce listerioza la diferite specii animale şi om caracte- 


"4 2 LJ M * 
rizată prin: la ovine — tulburări nervoase (pareze, para- 
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lizii) însoțite de modificări ale formulei sanguine (mono- 
citoză, neutrofilie) si avorturi; la bovine — avorturi; la 
porcine — infecții sporadice, rar enzootice (mai frecvente 
la purceii sub 3 luni) sub formă de septicemii, encefalite 
(manifestate prin pareze, hemiplegu, stari de agitație); la 
cabaline — febră, astenie, tulburări nervoase; la iepuri — 
enterită, uneori tulburări nervoase; la păsări (în special 
bobocii de giscă de 2—3 săptămîni) — tulburari digestive, 
tulburări nervoase; la pești — infecții mortale (la pas- 
trăvi). La om, infecția denumită și febra glandulara sau 
mononucleară poate evolua sub diferite forme: angino- 
septicemică cu mononucleoza, oculo-granulomatoasa, sep- 
tico-tifică,  meningo-encefalitică,  septico-granulomatoasa, 
listeriozà de graviditate. 

După Murray (citat Merchant gi Packer. 1963) 
L. monocytogenes s-a izolat de la 18 specii de animale. 
În tara noastră listerioza a fost diagnosticată de V oli n- 
tir în 1951 si studii mai ample au fost realizate de D a- 
rie (1968) 3 Roșca (1970). 

Surse de izolare: fragmente de organe, mai ales din 
sistemul nervos central (bulb, protuberanță, cornul lui 
Amon, cerebel, emisferele cerebrale), secregii, avortoni etc. 
Alte materiale: apa, sol. 

Condiţii de cultivare: L. monocytogenes este aerob- 
anaerob facultativ, se dezvolta bine la temperaturi între 
20—40%, pH 7—7,2. Se cultiva pe medii uzuale. Izola- 
rea este deseori dificilă. S-au propus diferite metode care 
facilitează izolarea. (Astfel, înainte de insamintare se reco- 
mandă îmbogățirea prin metoda unanim acceptată a lui 
Gray, 1948 (citat Wood, 1969), care consta in menp- 
nerea materialului la frigider (--49C) citva timp, chiar 
citeva săptămîni. L, monocytogenes se multiplica la +4*C, 
în timp ce alte bacterii nu se pot multiplica. V o od (1969) 
recomandă următorul protocol de izolare; creier sau un 
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alt țesut “se tritureaza și 1—20 grame din probă se re 
partizează în două balonașe cu cite 100 ml mediu de îm- 
bogățire KT. Un balon se incubează la 37°C, altul la 
4°C. După 24—48 ore de incubare, 0,1 ml din probă se 
insáminteaza pe suprafața unei plăci cu agar cu sînge 
(singe cal 5%/0, agar NAB și agar triptoza Difco). Se incu- 
bează 24—48 ore. Dacă proba este negativă se continuă 
cu însămînțări în placi din mediile de îmbogățire timp 
de 3 luni. Examinarea coloniilor pe medii solide se face 
în lumină oblică. Dacă materialul este puternic contami- 
nat, însămînţările se fac pe medii cărora li se adaugă 
substanțe care le imprimă un caracter selectiv (clorură 
de sodiu 10?/o, telurit de potasiu 0,05—0,1%/, verde bri- 
liant, thioglicolat de sodiu, prontosil, esculina, polimixina 
— dupa Darie, 1968). În culturi în medii lichide este 
transplantabil la 2 şi chiar la 6 luni (Stamatin, 1957). 


Identificare 


Morfologie: bacil de 2—5 microni lungime, 0,5 microni 
grosime. În culturi vechi sau culturi tip R, pot apărea si 
forme filamentoase. În culturi recent izolate predomină 
forme cocoide avînd 0,5— 1 micron diametru care se pot 
confunda uneori cu enterococii. Este mobil; pentru proba 
mobilităţii se recomandă metoda tuburilor în U; rezultatul 
se citește după 3 zile de incubare la 22°C. La 37°C, 
mobilitatea este absentă sau redusă. Nesporulat, necapsu- 
lat, Gram pozitiv, în culturi vechi se decoloreaza uşor. Este 
neacidorezistent. ; 

Caractere culturale: medii lichide —  turbiditate slaba 
$1 uneori depozit mic granular; medii semisolide (agar 
0,259/0, gelatină 0,8%0, glucoză 19/9) — se dezvolta la 
37°C în timp de 24 ore de-a lungul liniei de fnsamingare, 
prezentind zone neregulate de expansiune în mediu (as- 
pect caracteristic după Seastone, citat Bergey, 
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1957); medii solide — pe geloza nutritivă, colonii mici, 
fine, semitransparente (sint asemanatoare cu coloniile de 
E. insidiosa); pe mediul selectiv recomandat de Gray 5i 
col. (cit. Merchant și Packer, 1967), preparat din 
agar triptozà cu telurit de potasiu O,059/o, Listeria for- 
mează colonii negre cu nuanță verzuie la periferie, ín 
timp ce micrococii formează colonii roz-gălbui, cu centrul 
negru, lar streptococii colonii mici, roz-cenugu. Pe agar 
triptozà se recomandă examinarea coloniilor în lumina 
albă transmisă oblic (Gray, 1948, cit. Wood, 1969). 

Proprietăţi biochimice: fermenteaza intens glucoza, sa- 
licina şi trehaloza, mai slab maltoza, lactoza, dextrina, 
zaharoza, ramnoza, amidonul și glicerolul; nu fermentează 
xiloza, manitolul, dulcitolul, inulina, inozitolul, arabinoza 
si rafinoza. Nu reduce nitrații, nu produce indol, nici 
HS, este catalază pozitiv, nu hidrolizează ureea, nu liche- 
fiază gelatina, decolorează laptele turnesolat pe care-l 
acidifica fără. să-l coaguleze. Pe agar cu sînge produce 
hemoliză beta. 

Proprietăţi antigenice. Pe baza structurii antigenice, pot 
fi deosebite 3 sau 4 grupe serologice (Paterson, citat 
Merchant s Packer, 1967). Pentru identificare se 
pot folosi reacţiile de aglutinare rapidă pelamà, RAL si 
REC. Reacţiile se consideră pozitive cînd aglutinarea se 
produce la titrul de 1/320, iar RFC la 1/10 (Darie, 1972). 

Rezistenţa: la temperatura de 58—59C este distrus in 
10 minute; în sol ar rezista 295 zile (Welshimer, 
citat Merchant şi Packer, 1967). În creier infectat, 
păstrat în glicerină soluție 50%/0, rezistă 6 luni. Dezinfec- 
vantele uzuale sînt active. 

Patogenitate: nu secretă exotoxine; patogenitatea se da- 
toreste virulenței. În condiții experimentale sint sensibile 
mai mule specii de laborator, iar infecția se poate repro- 
duce pe diverse căi, Soarecele, pe cale intranazalà, face 

o infecție mortală în 3—5 zile, iar intraperitoneal sau 
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subcutan (0,1—0,2 ml) in 2—6 zile. Pe căile intravenoasă 
şi intracerebrala (0,05— 0,2 ml) infecția este mortală în 
1—5 zile. Iepurele inoculat cu 0,5—0,8 ml pe diverse 
cài face o infecție mortală în 3—5 zile. Cobaiul este ce- 
va mai rezistent; inoculat intravenos cu 0,3—0,5 ml sau 
intraperitoneal cu 0,5—1 ml face o infecție mortală iar 
inoculat subcutan cu 0,5 ml un edem local vindecabil. 
Sobolanul si hamsterul sînt destul de rezistenți. Găina, 
inoculată intracerebral sau intravenos, moare în 4—5 zile, 
dar porumbelul este rezistent. La animalele moarte în 
urma infecției experimentale, leziunile cele mai caracte- 
ristice sint focarele necrotice în ficat. Pentru diagnostic, 
instilarea în sacul conjunctival (testul Pons-Julianelle) la 
cobai sau iepure, a 2—3 picături are un grad ridicat de 
specificitate; animalele reacționează printr-o cheratocon- 
junctivită vindecabila în 15—25 zile de la infecţie. 


FAMILIA BACILLACEAE 


În această familie, sint încadrate speciile bacteriene spo- 
rogene. Ea cuprinde două genuri: genul Bacillus, din care 
fac parte speciile aerobe şi genul Clostridium care include 
speciile anaerobe. 


Genul Bacillus 


Specia B. anthracis 


Numele comune: bacilul cărbunelui (bacteridia cărbu- 
noasa), 


Gazda receptiva si infecția naturală: sint receptive ma 
rea majoritate a mamiferelor si în rare cazuri si unele 
specii de păsări (de ex,, raja). Infecția produsă poartă 
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numele de antrax sau dalac. Speciile de animale domes- 
tice la care antraxul se întâlnește cel mai frecvent și are 
evoluția cea mai gravă sint: ovinele, taurinele și cabali- 
nele. Incidenta bolii este mai redusă la suine și carnasierc. 

Surse de izolare: organele cadavrelor infectate: singe, 
splină, măduva oaselor lungi (infecția fiind septicemica 
bacteria este prezentă în toate organele); o sursa de 1zo- 
lare o reprezintă și pieile, chiar uscate, provenind de la 
animale infectate în care bacteriile se păstrează sub forma 
sporulată. Desi niga ecologica a germenului este solul, izo- 
larea din probe de sol este foarte dificila, practic impo- 
sibilà. 

Examenul microscopic direct: frotiurile din diverse or- 
gane sint foarte bogate în bacili capsulag, dispuși izolat 
si în grupări strepto. Cele mai bogate în germeni sînt fro- 
tiurile din splină. 

Condiţii de cultivare: aerob, se dezvoltă în bulion și 
pe agar în 24 ore, la 37*C. Se păstrează în culturi (pe 
medii solide) sub formă sporulată foarte mulți ani. În ve- 
derea izolării din organele cadavrelor si animalelor sacri- 
ficate de necesitate, se recomandă însămînţări abundente. 
În scopul izolării din piei uscate, se raclează faţa internă, 
praful obținut se suspendă în ser fiziologic, se încălzește 
la 60°C tmp de 10 minute, apoi se insaminteaza. 


Identificare 


Morfologie: germen de forma bacilará, avînd 3—10 
microni lungime și 1—1,3 microni grosime, cu extremita- 


tile tăiate drept, grupat de cele mai multe ori în langun; 
lanţurile cele mai lungi se formează în culturile în medii 
lichide. În organism și pe medii cu singe sau ser, bacteria 
elaborează o capsulă de natură polipeptidică (un polimer 
al acidului glutamic dextrogir). În medii obișnuite de cul- 
turá (bulion, agar), germenul nu capsuleazà. Este sporu- 
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lat, avînd sporul situat central, de forma ovală, cu diame- 
trul transversal mai mic decit al celulei vegetative. Spo- 
rularea are loc in condiţii de aerobioză. De aceea, numă- 
rul cel mai mare de spori se găsește in frotiurile de pe 
suprafaţa mediilor solide. În culturile lichide, numărul de 
spori este mai mic, iar în frotiurile organelor cadavrelor 
proaspăt deschise sporii lipsesc. În culturi, numărul spo- 
rilor creşte proporțional cu vechimea culturii. Limitele 
de temperatură între care bacteria sporuleazá sînt de 
14—42,5?C. Neciliat, Gram pozitiv. 

Caractere culturale: culturile în bulion prezintă diverse 
grade de turbiditate, în funcție de lungimea lanțurilor. 
Aspectul tipic pentru tulpinile care formează lanțuri lungi 
este cel de cultură aglutinata, sub forma unui flocon de 
vată, mediul de cultură rămînînd limpede. Tulpinile care 
formează lanţuri mai scurte produc o turbiditate mai mult 
sau mai puţin accentuată. Pe suprafaţa agarului, coloniile 
sint mari, neuniforme (pot ajunge la 6—7 mm diamentru), 
de tip R avînd suprafața mată și marginile neregulate. 
Deseori, marginile prezintă expansiuni vizibile macrosco- 
pic (cornigoane); examinate la microscop cu obiectivul 
mic, marginile au aspectul de păr ondulat; coloniile sint 
opace şi nepigmentate. În medii semisolide (gelatină, agar 
moale), în urma însămânțării cu acul prin înțepare, se 
obține o cultură mai dezvoltată spre suprafața mediului 
şi mai săracă în profunzime (aspectul de brad răsturnat). 

Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, fructoza, 
zaharoza, maltoza, trehaloza și dextrina. Unele tulpini 
fermenteazá slab glicerolul și salicina. Nu fermentează 
arabinoza, ramnoza, manoza, galactoza, lactoza, rafinoza, 
inulina, manitolul, dulcitolul, sorbitolul, inozitolul si ado- 
nitolul, Hidrolizează amidonul, reduce nitrații in nitrij, 
produce lecitinazá, lichefiazá gelatina. Coaguleazà laptele 
Și peptonizeazá apoi coagulul; în plăci cu agar-lapte hidro- 
lizează cazeina. 
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Proprietăţi antigenice: specia este omogenă din punct de 
vedere antigenic și înrudită serologic cu alte specii din 
genul Bacillus. Pentru evidenţierea germenului in orga- 
nele cadavrelor (foarte bogate în bacili) se foloseşte cu 
bune rezultate reacţia de seroprecipitare după tehnica As- 
coli (vezi pag. 323). 

Rezistenţa: fiind sporulat este mult mai rezistent față 
de factorii fizici și chimici În comparaţie cu bacteriile 
nesporulate. Prin încălzire la 65—70"C, sint distruse for- 
mele vegetative, dar nu şi sporii. Sporii sînt distruși la 
temperaturi de 100—120*C. Dintre dezinfectante, mai ac- 
tive sint formolul și sublimatul. Dintre antibiotice, B. 
anthracis este sensibil la penicilină, streptomicina (față 
de care majoritatea tulpinilor dau numeroase mutante re- 
zistente), eritromicină, teramicină etc. 

În prezenţa penicilinei, bacilii se transformă în proto- 
plaști rezultind forme sferoidale mari, care in lang au 
aspectul unui girag de perle. Această transformare morfo- 
logică, pe care bacilul o suferă în contact cu penicilina 
in vitro, este folosită în unele laboratoare ca test de diag- 
nostic (Perlschnurtest). 

Sensibilitate la bacteriofagi: din sol se izoleaza cu uşu- 
rință fagi activi față de B. anthracis. Cei mai mulți sint 
însă activi şi faţă de alte specii din genul Bacillus (B. 
cereus şi B. mycoides). De aceea, acești fagi au fost denu- 
miti fagi CAM (cereus-anthracis-mycoides). Există însă un 
număr restrâns de fagi specifici numai pentru B. antbra- 
cis, care pot fi folosiți cu bune rezultate pentru diferen- 
tierea acestei specii de celelalte specii din genul Bacillus 
și mai ales de B. cerews prin test fagic (Stamatin si 
Anghelescu, 1965). 

Patogenitate: germenul își datoreste patogenitatea în 
primul rînd virulentei (capsula are un rol esențial în cre- 
area posibilităților de multiplicare ale bacteriei în orga- 
nism), cât și unei toxine constituită din trei componente; 
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cele trei fracțiuni ale toxinei sînt însă active numai în 
complex. Prin pierderea proprietății de a capsula (forma- 
rea de variante acapsulogene), cît si prin pierderea capaci- 
tá de a elabora toxina, germenul devine nepatogen. Va- 
riantele acapsulogene, dar toxigene, dau foarte bune rezul- 
tate ca tulpini vaccinale, datorita acțiunii imunizante a 
factorului 11 al toxinei. Tulpina 1120 R din care se pre- 
pară vaccinul anticărbunos folosit în ţara noastră (St a- 
matin, 1936) face parte din această categorie. 

Toate animalele de laborator, cu excepția porumbelului, 
int sensibile la infecția cărbunoasă experimentală. Specia 
cea mai sensibilă este șoarecele, urmat de cobai, hamster 
şi iepure. Căile cele mai severe de inoculare sînt cea intra- 
dermică și subcutanata. 


Specia B. cereus 


Gazda receptivá şi infecția naturală: germen în majorita- 
tea cazurilor nepatogen, răspîndit în medii naturale și in 
organismul normal al omului și animalelor. Este incriminat 
ca agent patogen al unor toxiinfecţii alimentare la om, al 
unor mamite la vacă gi al unor infecții la insecte (varie- 
tatea. patogenă pentru insecte este considerată de unii 
autori şi ca o specie aparte numită B. tburingiensis). 

Surse de izolare: alimente, diverse organe, fecale, aer, sol 
etc. 

Condiţii de cultivare: aerob, se cultivă în bulion si pe 
agar, culturile fiind bine dezvoltate după 24 ore de incu- 
bare la 37°C. 


Identificare 
Morfologie: bacil asemănător cu B. anthracis, avind 3—5 


microni lungime si 1—1,2 microni grosime, are capetele 
rotunjite; în frotiuri se dispune izolat sau în lanţuri scurte; 
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este necapsulat, posedă un bogat aparat ciliar (mobilitate 
accentuată la examenul între lamă și lamelă al culturilor 
tinere în poa) sporulat, Gram pozitiv. 

Caractere culturale: bulion — turbiditate moderată sau 
intensă, necaracteristica; agar — colonii mari, neuniforme, 
opace, de tip R cu suprafața mată, margini neregulate, 
nepigmentate; aspectul cultural pe agar este deseori foarte 
asemănător cu cel al speciei B. anthracis. 

Proprietăţi biochimice: fermenteazá constant glucoza și 
în majoritatea cazurilor zaharoza, glicerolul și salicina. Nu 
fermentează arabinoza, xiloza și manitolul. De regulă, nu 
fermentează lactoza. Coaguleaza laptele, hidrolizează ca- 
zeina, hidrolizează amidonul, produce indol, reacția Voges 
Proskauer pozitivă, reduce nitrații, metabolizează citratul 
de sodiu ca unică sursă de carbon, produce lecitinaza, este 

hemolitic. 

Patogenitate: unele tulpini elaborează o toxină eviden- 
țiabilă prin instilare intranazală la șoarece la care produce 
un efect mortal în cîteva ore (Stamatin, 1965). 


Specia B. larvae 


Gazda receptivă şi infecția naturală: produce loca ame- 
ricană la larvele de albine. 

Surse de izolare: faguri cu larve prezentind leziuni ca- 
racteristice pentru loca americană (culoare brună, capacele 
celulelor înfundate, conținut brun, lipicios, filant). 

Examen microscopic direct: în frotiurile din larvele 
moarte colorare de preferinţă prin metode simple (albastru 
de metilen, fucsină), se observă numeroși spori de formă 
ovală. 

Condiţii de cultivare: aerob, nu creşte în bulion şi pe 
agar simplu; rezultate bune se obţin prin însămînţări pe 
agar cu gălbenuș de ou (vezi pag. 240), pe medii cu ser 
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glucozat cu singe. lemperatura optimă este de 
37°C; timp de dezvoltare, 2—3 zile. 


si pe agar 


. 


Identificare 


Morfologie: bacil lung $i subțire de 2,5—5 microni lun- 
gime/0,5 —0,8 microni grosime ciliat, avînd numeroși cili 
dispuşi peritrich (la examenul între lamă și lamelă mobi- 
litatea este foarte accentuată), necapsulat, sporulat, Gram 
pozitiv. 

Caractere culturale: în medii lichide, produce o turbidi- 
tate necaracteristica si uneori inel la suprafață; pe medii 
colide formează colonii rotunde cu marginile mai opace 


decît centrul. 

Proprietăţi biochimice: fermenteazà glucoza, fructoza, ga- 
lactoza, xiloza şi salicina; are activitate redusă fata de lac- 
toza şi zaharoza; nu fermentează manitolul si dulcitolul; 
au hidrolizează amidonul, reduce nitrații in nitrifi, nu 
produce indol. 

A Rezistență: sporii sint foarte rezistenți si se păstrează 
in mediile naturale un timp îndelungat. Dintre substan- 
tele chimioterapice este sensibil la sulfatiazol. 


Alte specii din genul Bacillus 


Genul Bacillus cuprinde 25 specii (Berge? 1957). 
Multe din acestea sint foarte răspândite in natură (sol, 
apă, aer, organismul animal, plante etc.), ca de exemplu: 
B. subtilis, B. mycoides, B. laterosporus. B. megatberium 
etc. Aceste specii sint nepatogene şi nu prezintă interes 
decît în măsura în care pot crea confuzii cu speciile pa- 
togene, Cercetări de dată mai recentă privind caracterele 
diferențiale între speciile din genul Bacillus sint cele ale 
lui Kundrat (1963) si Barjac si Bonnefoi (1972) 
(tabelul 21). 
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Genul Clostridium 
Specia Cl. tetani (Plectridium tetani, Bacillus tetani) 


Numele comun: bacilul tetanic. 

Gazda receptivă si infecția naturală: tetanosul se intil- 
neste la om și diferite specii de animale. Dintre animale 
calul este cel mai receptiv urmînd, în ordinea descrescînda 
a sensibilităţii, porcul si apoi cîinele. Bovinele și ovinele 
fac infecția foarte rar, iar păsările, îndeosebi găina, sint 
foarte rezistente. Cl. tetani este răspândit în natură; se gă- 
seşte în sol și în conţinutul intestinal la om și animale. 

Surse de izolare: plăşi tetanigene ale animalelor bolnave 
(izolarea este însă foarte dificilă), fecale, probe de sol. 

Examenul microscopic direct nu se practică dat fiind ra- 
ritatea genmenului și abundența florei microbiene de asocia- 
tie. Examenul bacterioscopic al plăgii sau al altor materiale 
nu oferă elemente de diagnostic deoarece există germeni ne- 
patogeni foarte asemănători cum sînt: Cl. tetanomorpbum, 
Cl. sphenoides, Cl. tetanoides, Cl. tetani nu se găseşte nici 
in frotiurile din organele animalelor moarte de tetanos. 
Microbul nu este evidentiabil deoarece se multiplica numai 
la nivelul porţii de intrare și nu difuzează în organism. 

Condiţii de cultivare: se cultivă numai in condiții de 
anaerobioză. Temperatura optimă este 37*C, pH optim 

7—7,6. Pentru a pune în evidență bacilii în sol sau în ma- 
terii fecale, se inoculează materialul în amestec cu o solu- 
tie de 19/; de CaCl; la șoarece sau cobai. Se considerà po- 
zitive probele care produc tetanizarea animalului. Tulpinile 
izolate direct din medii naturale nu sînt toate toxigene pe 
mediile de cultură (Stamatin, 1965). În vederea izolării 
bacteriei din țesutul excizat din plaga, se triturează în 

prealabil materialul, se suspendă în ser fiziologic, iar sus- 
pensia obținută se împarte în două: o parte se încălzeşte la 

100°C timp de 3 minute; din ambele se insáminteazà dife- 
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rite medii pentru anaerobi (VE, VL glucozat sau Rosenow 
cisteinat) și se incubeaza 4—5 zile la 37*C. Pentru confir- 
marea diagnosticului se inoculeáza subcutan la cobai sau 
şoarece, fie 1 ml suspensie din materialul patologic, fie 
0,25 ml din supernatantul culturii centrifugate. În cazul reac- 
fiel pozitive, se observă tetanos tipic, iar moartea animalu- 
lui survine în 48 ore. Pentru diferenţierea de alte toxine 
se face proba seroneutralizării cu ser antitetanic specific. 


Identificare 


Morfologie: bacil de 4—8 microni lungime și 0,4—0,6 
microni grosime, cu capetele rotunjite, izolat sau grupat în 
lanţuri scurte, rareori filamente. Sporulat; sporul este ro- 
tund sau oval situat terminal. Este mobil avînd numeroși 
cili dispuși peritrich. Gram pozitiv. 

Caractere culturale: medii lichide — turbiditate slabă cu 
producție de gaz. Unele tulpini sedimenteaza, mediul rā- 
mánind limpede; medii solide — în suprafață, colonii mici, 
transparente, cu margini neregulate; în profunzime (geloză 
Veillon), colonii sferice, pufoase, deseori cu un nucleu cen- 
talles 

Proprietăți biochimice: după B er ge y, 1957, glucoza si 
alte substanțe hidrocarbonate nu sînt fermentare; după 
Prevor (1955), Cl. tetani fermentează unele zaharuri ca 
glucoza, maltoza, zaharoza, dar fermentarea este mascată 
de alcalinizarea simultană a mediului. Este hemolitic, slab 
proteolitic. Nu coagulează laptele, nu atacă cazeina, reduce 
nitrații. Producţia de indol este negativă după unii autori 
(Bergey, 1957), pozitivă după alții (Nestorescu, 
1965). Reacțiile rogului metil și Voges Proskauer sînt nega- 
tive, 

„Proprietăţi antigenice: fiind mobil, Cl. tetani posedă an- 

geni O și H, Antigenul O este comun tuturor tulpinilor 
din aceastá specie si este înrudit cu antigenul O al speciei 
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Cl. tetanomorpbum (nepatogen). Antigenele H sînt diferite 
şi permit diferențierea a 10 tipuri serologice prin reacţia 
de aglutinare și REC Toate tipurile serologice elaboreaza 
însă aceeași toxină, serul antitoxic preparat cu O tulpină 
neutralizează toxina secretata de oricare din serotipuri 
(T ulloch, 1918, citat Nestorescu, 1965). 

Pentru identificarea germenului izolat din material pa- 
tologic metoda cea mai sigură este proba seroneutralizării: 
se amestecă 10 doze test de toxinà cu 10 unităţi antitoxice 
ser antitetanic, se fine amestecul timp de o oră la 37°C şi 
se inoculeazà câte 2 șoareci subcutan cu câte 1 ml amestec. 
Dacă animalele supraviețuiesc prezența toxinei este demon- 
strată. În caz contrar, goarecii mor în 48 ore. 

Rezistenţa: sporii de Cl. tetani sint rezistenți la acțiunea 
factorilor fizici și chimici. Rezistă un timp nedefinit la us- 
căciune. Ungureanu $i Grecianu (1960) au reușit 
să izoleze germenul din cordonul ombilical al unui copil 
mort de tetanos, după 55 ani de conservare a materialului 
4n laborator. Sporii rezistă o oră la temperatura fierberii; 
timp de 3—25 minute la 105°C şi 15—20 minute la au- 
toclavare (120°C). Este rezistent faţă de dezinfectanţii obis- 
nuiti (supravieţuieşte 15 ore în soluție de fenol 59/0). Lu- 
mina solară directă distruge sporii în 24 ore, iar lumina 
difuză omoară sporii în 5 zile. Apa oxigenată este activă: 
în concentrație 1—2?/o omoară sporii în 24 ore, iar în con- 
centratie de 309/o in 5 minute. 

Patogenitatea se datorește toxicității. Cl. tetani, rămîne 
de regulă la poarta de intrare unde sporii se transformă 
în forme vegetative, dacă găsesc condiţii favorabile de 
anaerobioză. Germenul se multiplică la nivelul porții de 
intrare, elaboreoză toxina care difuzează în organism, 
exercitindu-gi efectul neurotoxic. În condiţii experimentale 
inocularea culturilor de Cl. tetani sau a filtratelor la ani- 
male de laborator provoacă apariţia simptomelor tipice de 
tetanos. Soarecele este deosebit de sensibil. În afară de 
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soarece, se poate folosi cu bune rezultate și cobaiul. In- 
ocularea se face de preferință intramuscular la unul din 
membrele posterioare. Într-un interval de timp care este în 
funcție de gradul de toxicitate al tulpinii (1—2 zile), apare 
tetanosul la nivelul membrului la care s-a făcut inocularea; 
acesta se imobilizează într-o poziție fixă de extensie la- 
tero-posterioară, apoi contractile se extind și la membrul 


pereche (animalul are o poziţie caracteristică de foca). 
De la nivelul membrelor posterioare, tetanosul progre- 
sează spre trenul anterior și animalul moare în momentul 
cînd intră în tetanie muşchii respiratori. Leziunile cadavre- 
lor nu sînt caracteristice, dar tabloul clinic descris mai sus 
caracterizat ca „tetanos ascendent“ este patognomonic. 


Specia Cl. botulinum (Bacillus botulinus) 


Numele comun: bacilul botulinic 

Gazda receptivă si infecția naturală: Cl. botulinum este 
un germen saprofit și, în condiţii de anaerobioza, produce 
o toxină responsabilă de o intoxicație foarte grava la om 
si animale. Intoxicația, numită botulism, are loc în urma 
consumului de alimente, respectiv furaje în care a fost în 
prealabil elaborata toxina. 

Surse de izolare: alimente, mai ales conserve, furaje (une- 
ori siloz), probe sol. 

Examen microscopic direct nu se practică; intoxicația se 
produce deseori în absența germenului si numai cu toxina 
existentă în alimente sau furaje. 

Condiţii de cultivare si izolare: microbul se cultivă in 
anaerobioză. Temperatura de dezvoltare este 20—40*C (nu 
la 45°C), optim 25—30?C, pH neutru. Izolarea germenului 
din alimente, furaje este destul de dificilă. Se recoltează 
mai multe probe din alimentul incriminat, se tritureaza, se 
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face o suspensie în soluție fiziologică şi se însămînţează 
în bulion VE glucozat; se încălzeşte cîteva minute la 
100°C, apoi se incubeaza la 33°C. Willis (citat K a- 
tisch, 1965) recomanda ca mediul insamintat să fie în- 
călzit la 80°C timp de 30 minute și incubat la 35°C timp 
de 5—10 zile. Pentru a împiedica dezvoltarea altor bac- 
terii se poate adauga neomicina. 


Identificare 


Mofologie: bacil de 3—? microni lungime și 0,9—1,2 
microni grosime, cu capetele rotunjite, izolat, perechi 
sau în lanțuri scurte. Sporulat; sporul este oval, situat 
subterminal (diametrul sporului depăşeşte lățimea bacilu- 


po . 


lui, ceea ce face ca bacili sporulați să aibă forma de 


sticlă de lampă. Este mobil, avînd 4—8 cili dispuși peritrich, 
Gram pozitiv. 


Caractere culturale: medii lichide — turbiditate accen- 
tuata; după invechire germenii se depun gi mediul se lim- 
pezește; medii solide — pe suprafața agarului cu sînge 


(in anaerobioză) colonii neregulate, mici, translucide, albe- 
cenușii, lucioase cu margini neregulate; în profunzime 
(geloza Veillon) — colonii cu aspect variabil, în general 
mari, lenticulare, biconvexe sau plate, cu un nucleu cen- 
tral opac si arborizatii fine in jur. 

Proprietăţi biochimice: comportarea față de substanţele 
hidrocarbonate este în general inconstantă variind cu 
tipul și cu tulpina; coagulează laptele turnesolat, este he- 
molitic, lichefiază gelatina; albușul de ou este digerat de 
unele tulpini. Nu produce indol, produce H2S, nu reduce 
nitrații. Reacţiile rogului metil, Voges Proskauer şi cata- 
lazei sînt negative. 

Proprietăţi antigenice: prin seroaglutinare, pe baza anti- 
genilor flagelari, s-au putut diferenţia mai multe tipuri 
serologice. Pe baza proprietăţilor antigenice ale toxinei, 
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tulpinile de Cl. botulinum se pot împărți în mai multe ti- 
puri: A, D, C do SE: 

Rezistenţa: sporii sînt foarte rezistenți: supraviețuiesc 
6 ore la 100*C, 10 minute la 120*C; sint distruși sub ac- 
tiunea formolului 0,5% in 24 ore, a acidului clorhidric 
intr-o oră. Nu germinează în soluție de NaCl 109/ și 
nici în mediu acid. 

Toxina botulinică apare în medii de cultura în a5—9-a 
zi; temperatura optimă pentru toxinogeneză este de 
25—35%C. Rezistà la acţiunea acizilor și a sucului gastric, 
se distruge la pH peste 8. Faţa de căldură, toxinele di- 
“verselor tipuri antigenice se comportă diferit: la 80°C 
unele se distrug în 5 minute, iar altele în 60 minute. To- 
xina din conserve poate fi distrusă prin încălzire în 20 
minute la 100°C. Lugolul, permanganatul de potasiu, al- 
coolul o inactivează (alcoolul administrat imediat dupa 
ce un animal a ingerat o cantitate de toxină previne in- 
toxicatia — Stamatin, 1957). 

Patogenitate: În condiţii experimentale, toxina obținută 
prin filtrarea culturilor în medii lichide este activă pentru 
animale de laborator: şoarece, cobai, iepure. Intoxicația 
se realizează prin administrarea toxinei pe diverse căi: la 
iepure, calea intravenoasă este cea mai severă; la adminis- 
trare pe cale bucală. animalul este mai rezistent. 

Punerea în evidenţă si determinarea tipului de toxiná: 
diagnosticul bacteriologic al botulismului fiind dificil, diag- 
nosticul de laborator al acestei intoxicații constă in majo- 
ritatea cazurilor în punerea în evidență a toxinei în con- 
ținutul stomacal, alimente, furaje. Prezenţa toxinei în se- 
rul bolnavilor este foarte rară. Pentru punerea în evidență 
a toxinei se procedează astfel: probele se diluează în ser 
fiziologic, se centrifugheazà și lichidul supernatant se ino- 
culează la mai multi șoareci intraperitoneal in doze de 
0,5 ml. Materialul suspect poate fi administrat şi sub- 
cutan la soarece sau per os la cobai. Dacà toxina este pre- 
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zentă apar simptome de paralizie și in final animalele 
mor (şoarecii la cîteva ore, cobaii la 2—3 zile). Pentru 
tipizarea tulpinii se inoculeaza 5 șoareci, fiecare cu 2 
pinà la 10 doze minime mortale de toxină și apoi cu 
cite 1/10 unități antitoxice din serurile antibotulinice de 
tip A, B, C, D, E (cite un ser antitoxic de șoarece). 90a- 
recele care a rezistat indicà tipul serului care l-a prote- 


. 


jat. Tipizarea se poate face si in vitro prin reacția de 
precipitare în gel. 


Specia Cl. chauvoei 


Numele comun: bacilul cărbunelui emfizematos, simpto- 

matic sau bacterian 

Gazda receptivă şi infecția naturală: este agentul 
etiologic al carbunelui emfizematos sau simptomatic, in- 
fectie întilnită mai frecvent la taurine si mai rar la ovine 
gi suine. 

Examenul microscopic direct: in frotiurile executate din 
muşchii cu leziuni şi colorate cu metoda Gram, se observă 
bacili Gram pozitivi, sporulați, cu sporul situat central 
sau subterminal. 

Surse de izolare: tumori emfizematoase, os lung cu mà- 
duvă, ganglionii regionali aferenţi leziunii. 

Condiţii de cultivare: este strict anaerob, se cultiva pe 
medii pentru anaerobi sau pe agar cu sînge în anaerobioza. 
Temperatura optimă este 37°C, pH 7,8—8,2. Pentru izo- 
lare, mediile Ânsămânţate se încălzesc la 70°C timp de 10 
minute sau se incubeazá la 46—47*C pentru a se elimina 
flora de asociaţie (Stamatin, 1965). Se poate folosi în 
același scop și metoda biologică: se unoculează intramus- 
cular 2 cobai cu cîte 0,5—1 ml din țesutul muscular moja- 
rat și suspendat în ser fiziologic. Animalele în agonie se 
sacrifică și se fac insamintari din organe. 
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Identificare 


Morfologie: bacil avînd 3—8 microni lungime/1 micron 
grosime izolat, în grupări diplo sau lanţuri sourte. Sporul, 
situat central sau subterminal, deformează celula vegetativa. 
CL. cbawvoei este mobil datorită prezenței cililor situați 
peritrich; Gram pozitiv. 

Caractere culturale: medii lichide — tulbura mediul 
uniform; medii solide — în geloza Veillon simplă, de re- 
gula, nu se dezvoltă; în geloza Veillon cu ser cultura se 
răspîndește in toată masa mediului, care devine ușor opac 
respectind o zonă superficiala de 0,5 cm în care mediul 
rămîne limpede. În geloza Veillon cu ser antichauvoei dis- 
persarea germenului este impiedicatà, serul inhibind mo- 
bilitatea și bacilul formeaza colonii mici, punctiforme sau 
colonii mari. sferice, cu diametrul de 2—5 mm, cu aspect 

de puf de păpădie (Stamatin, 1957). Pe agar cu sînge 
în anaerobioză — colonii rotunde sau neregulate, infun- 
date în mediu si înconjurate de o zonă slabă de hemoliză. 

Proprietăţi biochimice: fermentează cu producţie de gaz 
glucoza, fructoza, galactoza, maltoza, lactoza; nu fer- 
mentează inulina, salicina, manitolul, glicerolul si dextrina. 
Nu produce indol, nu lichefiazá serul coagulat, dar pro- 
duce gelatinolizá; majoritatea tulpinilor coagulează încet 
laptele in 2—40 zile. 

„Proprietăţi antigenice: după unii autori, în cadrul spe- 
ciei ar exista un singur tip serologic, după alții, tulpinile 
de tip bovin si ovin au antigeni somatici comuni, dar an- 
uigenii flagelari sint specifici. Unele tulpini de Cl. chau- 
voei au antigen comun cu Cl. septicum. 

Rezistenta: sporii se conservă ani de zile în ţesut tumo- 
ral triturat si uscat. Rezistá la putrefacție (a fost izolat 
după 3 luni din cadavrele animalelor moarte de cărbune 
emfizematos și îngropate). Sporii din culturi tinere rezistă 
la 70°C timp de 30 minute; sporii din culturi de 4 zile 
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rezistă 2 ore la 80°C si 3 minute la 100—105?C. În probe 
de sol, sterile si păstrate la temperatura camerei, rezista 
ani de zile. 


Patogenitatea se datorește virulenței și toxicității. Se- 
cretà exotoxine si filtratul culturilor în medii lichide o- 
moară cobaiul inoculat intramuscular (0,5—1 ml), intra- 
venos (0,5—2 ml) sau subcutan (4 ml) și șoarecele inocu- 
lat intravenos (1 ml). : 


in frotiurile de pe suprafaţa ficatului cobailor morți 
în urma infecţiei experimentale, bacilii sînt izolaţi, spre 
deosebire de Cl. septicum care formează filamente lungi. 
lepurele si șobolanul sint rezistenți. 


Specia Cl. septicum (Cl. oedematis maligni) 


Numele comun: Vibrionul septic 


Gazda receptivă şi infecția naturală: Cl. septicum este 
unul din agenţii gangrenei gazoase traumatice la om si 
la numeroase specii animale (cal, magar, porc, oaie, capra, 
iepure, găină, rata, porumbel, şobolan, şoarece etc.). La 
ovine, poate produce si o infecție care are uneori caracter 
enzootic numită bradsot sau braxy, iar la porc edemul 
malign caracterizat prin leziuni la nivelul stomacului si 
musculaturii. 


Surse de izolare: țesut muscular cu leziuni de gangrena 
gazoasă, organe cu leziuni în cazul bradsotului sau ede- 
mului malign. Alte materiale: conținut intestinal de la om 
şi animale, probe de sol. 


Examen microscopic direct: în frouurile din leziuni, CI. 
septicum apare ca un bacil lung şi gros, izolat sau sub 
formă filamentoasă; bacteriile sporulate au aspect de na- 
veta sau lamiie. 

Condiţii de cultivare şi izolare: se dezvoltă în mediile 
curent folosite pentru cultivarea anaerobilor sau pe agar 


144 


cu singe în condiții de anaerobioză, temperatura optimă 


este or SC è 


Identificare 


Morfologie: bacil de 3—8 microni lungime și 0,6—0,8 
microni grosime, cu capetele rotunjite, izolat sau grupat 
perechi sau în lanţuri scurte; în exsudatele din organismul 
animalelor bolnave predomină lanţurile și filamentele. 
Este sporulat, sporii sînt ovali, situaţi central sau subter- 
minal deformînd celula vegetativa. Mobil, datorită pre- 
zenţei a numeroși cili dispuși peritrich, Gram pozitiv. 

Caractere culturale: medii lichide — se dezvoltă abun- 
dent cu producţie intensă de gaze în primele ore; în cul- 
zuri mai vechi mediul se clarifică și apare un depozit; 
medii solide în profunzime — colonii pufoase, rotunde cu 
prelungiri laterale; pe suprafața agarului în plăci (în ana- 
erobioză) colonii mici, transparente. Sporii se conservă 
timp îndelungat (peste 20 ani) în tuburi închise în vid 
(Stamatin, 1957). 

Proprietăţi biochimice: fermentează glucoza, galactoza, 
levuloza, lactoza, maltoza, salicina și este inactiv față de 

glicerol, manitol, dulcitol, izodulcitol, zaharozá si inulina. 
Nu produce indol, reduce laptele turnesolat și îl coagu- 
lează, dar nu lichefiază coagulul; lichefiază gelatina, dar 
nu serul coagulat, reduce nitrații, este hemolitic. 

Proprietăţi antigenice: Cl. septicum posedă antigeni so- 
matici si flagelari. Prin seroaglutinare s-au identificat 6 
grupe serologice. Are antigeni sporali comuni cu Cl. chau- 
voei (Moustardier, 1968). 

Rezistenţa: sporii rezistă la 100*C timp de 2—15 mi- 
nute și la 80°C peste o oră. 

Patogenitate: Cl. septicum este toxic si. virulent. Toxina 
elaborată de Cl, septicum este termolabilà, de natura pro- 
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teică şi este constituită din 4 fracții: æ (letală, necrotică 
şi hemolitică), B (o dezoxiribonucleazá), Y (o hialuroni- 
dazà) si 9 (o hemolizină). Secreţia toxinei im vitro este 
condiționată de o serie de factori dintre care glucoza este 
tactorul esențial (Bittner 1958, citat de Stamatin 
1965). Toxina este reținută de filtre; de aceea pentru separa- 
rea ei de corpii microbieni se recomanda  centrifugarea. Este 
toxică pentru cobai (intravenos, subcutan), șoarece și ie- 
pure (intravenos). Infecția experimentală cu cultura in- 
tegrală se poate reproduce la cobai (0,1—1 ml intramus- 
cular, subcutan) porumbel (intramuscular), iepure 
(0,1—1 ml intramuscular), şoarece. La cobaii morți în 
urma infecției experimentale, în frotiurile de pe suprafața 
ficatului germenul apare sub forma unor filamente foarte 


lungi, aspect care poate fi considerat patognomonic, prin- 
tre criteriile de identificare ale acestei specii. 


Specia Cl. novyi (Cl. oedematiens) 


Gazda receptivá şi infecția naturală: Cl. movyi este 
unul din principalii agenti ai gangrenelor gazoase trauma- 
tice la om și animale (îndeosebi la cal). La ovine, produce 
hepatita necrotică, dar se izolează și din alte afecțiuni 
(edemul capului la berbec sau diverse plăgi traumatice). 


Surse de izolare: organe (ficat, splină, os lung) care 
trebuie sa fie proaspete, altfel diagnosticul este ingreuiat 
datorită prezenţei altor anaerobi care invadează repede 
cadavrul. Alte materiale: probe de sol, fecale si eventual 
unele produse animale (de ex., intestine uscare de oaie, 
dupá Stamatin, 1965). 

Condiţii de cultivare, izolare: se cultivă în medii pentru 
anaerobi sau pe agar cu sînge în anaerobiozà. Temperatura 
optimá este 35—38*C, pH 7,8. 
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Identificare 


Morfologie: bacil de 2,5—5 microni lungime și 0,8—0,9 
microni lăţime, izolat sau grupat in lanţuri scurte, rare- 
ori lungi. Sporii sînt ovali, situați obișnuit subterminal. 
Este mobil, are cili numerosi așezați peritrich, Gram po 
zitv. 

Caractere culturale: medii lichide — tulbura intens me- 
diul; in culturi vechi mediul este limpede, fiind prezent 
un mic depozit; medii solide, în profunzime — colonii de 
forme variate, cu centrul rotund sau lenticular opac, în 
conjurat parţial sau complet de arborizaţii fine. Pe agar 
cu singe, în anaerobioză coloniile au centrul opac si margi- 
nile neregulate, constituite dintr-o împletitură densi de 
filamente (Stamatin, 1957). 

Proprietăţi biochimice: fermenteazá glucoza si levuloza, 
inconstant maltoza, zaharoza, galactoza, lactoza și glice- 
rolul. Lichefiază gelatina glucozată 2%/0, nu lichefiaza sc 
rul coagulat, nu produce indol, nici HS, este hemolitic. 

Proprietăţi antigenice: specia este omogenă antigenic din 
- punct de vedere somatic. S-au putut însă deosebi mai multe 

tipuri antigenice pe baza antigenilor flagelari. 

Patogenitate: se datoreste toxicității și virulenjei. Fil- 
tratele sînt toxice pentru şoarece, cobai şi iepure, pe cale 
intravenoasă. 

. Toxina este constituită din mai multe fracţii si in func- 
tie de prezenţa calitativă $i proporțiile cantitative dintre 
componenţii toxinei, cit și de alte proprietăţi ale acesteia 
s-au diferențiat în cadrul speciei trei tipuri: 

.— tipul A conţine fracțiile toxice alfa, gamma şi ep- 
silon $1 se izolează din gangrena gazoasă şi hepatita ne- 
crotica de la om; 

— tipul B (denumit si Bacillus gigas) contine fracțiile 


alfa, beta și zeta si se izolează din cazuri de hepatită ne- 
erotica de la oaie; 
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— upul C conţine fracțiile alfa, beta, gamma și se 


izoleazà din cazuri de osteomielita. 


Infecția experimentală cu culturi integrale poate fi re- 


produsă la cobai (subcutan, intramuscular), șoarece, șobo- 
lan și iepure. 


Specia Cl. perfringens (Clostridium welchii, Welchia 
perfringens) 


Gazda receptivá şi infecția naturală: Cl. perfringens este 
răspîndit în natură, unde se găsește în sol și în tubul di- 
gestiv al animalelor. Este unul din agenții gangrenelor 
gazoase la om și animale și provoacă la mai multe specii 
animale și om infecții intestinale: enterotoxiemia anae- 
robă a oilor, dizenteria anaerobă a mieilor, dizenteria an- 
aerobă a porcului, enterotoxiemii la viței, iepuri de casă, 
carnasiere și mínji. La om, poate produce toxiinfectii ali- 
mentare. 

Sursa de izolare: conţinut intestinal, fragmente de or- 
gane (ficat, rinichi, ganglioni mezenterici). 

Examen microscopic direct: în frotiuri colorate cu me- 
toda Gram se văd bacili Gram pozitivi, scurți și groși. 

Condiţii de cultivare şi izolare: se cultivă pe medii an- 
aerobe; mediul VF, VL, larozzi etc. și pe agar cu sînge 
(incubat în condiţii de anaerobioza). Pentru izolare, unii 
autori (Moustardier 1968) recomandă mediul Wilson 
Blair cu alaun de fier, pe care în cîteva ore apar colonii 
evidente, mari, negre. De asemenea, pentru izolare, dar 
și pentru identificarea rapida a tulpinilor de Cl. perfrin- 
gens, Moustardier (1968) indică mediul Willis (un 
mediu gelozat-lactozat la care se adaugă roşu fenol si 
o suspensie sterilă de gălbenuș de ou diluat în apă disti- 
lată). Mediul se toarnă în cutii Petni si după solidificare, 
pe o jumătate a suprafeţei mediului se etaleazà 3 picături 
de ser antiperfringens cu 600 U.A./ml si apoi se insàmin- 
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teazá, tulpinile de identificat în linii paralele, perpendi- 
cular pe zona imbibatà cu ser. Coloniile lactozo-pozative 
sînt gălbui, iar cele ce posedă o lecitinază se înconjoara 
de o zonă de precipitare albă și opacă. Daca în placa se 
dezvoltă colonii de Cl. perfringens, se observa acest aspect 
numai pe jumătatea plăcii fără ser antiperfringens; în 
cealaltă jumătate pe care s-a etalat în prealabil serul, cul- 
tura nu se dezvoltă. 

Cl. perfringens se dezvolta la 37—47*C: temperatura op- 
ümà este de 43—45?C. Pentru izolarea bacteriei Sá s à r- 
man si Horodniceanu (1961) recomanda ca dupa 
insămânțarea în bulion cu carne și incubare timp de 5— 
6 ore la 37?C să se facă transplantări pe placi cu agar 
singe, care la rîndul lor trebuie menținute în anaerobioza 
timp de 24 ore la 47?C. 


l 
A 
1 


Identificare 


Morfologie: bacil scurt şi gros, 4—8 microni lungime şi 
1-5 microni grosime, destul de uniform ca forma si 
dimensiuni, izolat, uneori grupat in languri scurte. Sporu- 
lează în medii de cultură și in organism, însă sporul este 
greu evidentiabil in frotiuri. Are o poziţie centrală sau 
subterminală și nu deformează forma vegetativa. Capsu- 
lează în organism si în medii care conţin ser, dar capsula 
nu se poate pune în evidență prin metode obișnuite. Este 
vizibila în frotiuri executate într-un amestec de apă fizio- 
logică cu ser sangvin, colorate prin metoda Casares Gill 
(de colorare a cililor). Este imobil, Gram pozitiv. 

Caractere culturale: medii lichide — tulburá intens și 
uniform mediul formând deseori o spumă abundentă la 
suprafață; în profunzimea mediilor solide formeaza colo- 
nii de dimensiuni variabile cu aspect lenticular-discoidal. 

Proprietăţi biochimice: fermenteazá cu producţie de gaz 
glucoza, fructoza, galactoza, manoza, maltoza, lactoza, 
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xiloza, trehaloza, rafinoza si neregulat inulina, salicina; 
nu fermenteazà manitolul. Nu produce indol, produce H3S, 
reduce nitrații, lichefiază gelatina în 1—3 ore, produce 
hemolizà. Cl. perfringens produce lecitinază, lipaza și hia- 
luronidazà. Coagulează laptele cu formare de coagul spon- 
pios. 

Proprietăţi antigenice: toate tulpinile de Cl. perfringens, 
indiferent de tip, posedă un antigen somatic comun (M ou s- 
tardier, 1968). Tulpinile tipului A poseda un antigen 
capsular comun si antigeni somatici care permit diferen- 
tierea tipului A în 8 tipuri serologice (Moustardier, 
1968). 

Rezistenţa: sporii se distrug la 100*C în 2—3 minute 
exceptind tipul „F“ la care sporii rezistă pînă la 2 ore. 
Cl. perfringens este sensibil la antibiotice și sulfamide. 

Patogenitatea: Cl. perfringens își datorește patogenita- 
tea toxicității și virulenfel. Toxina este secretata 77 vivo si 
in vitro, producţia in vitro fiind condiţionată de tulpina, 
mediile de cultură, temperatura de incubare (optimum 
37—40%C). Este de natură proteică şi are o structură 
complexă. Titrarea toxinei se face prin inoculări intra- 
venoase la şoarece. 

-Patogenitatea tulpinilor de Cl. perfringens este varia- 
bilă; în general, tulpinile izolate din sol sint mai puţin 
patogene în comparaţie cu cele izolare de la animalele bol- 
nave. Tulpinile patogene omoară cobaiul (intramuscular 
0,01—1 ml cultură de 24 ore), şoarecele (intravenos), po- 
rumbelul (intramuscular 0,001—0,95 ml), iepurele (intra- 
venos), 

Toxina secretată de Cl. perfringens are o structură com- 
plexá și s-au putut separa 11 factori (notag cu literele 
alfabetului grecesc) cu acţiuni diferite; de exemplu fac- 
torul x este asimilat unei lecitinaze care are şi o acţiune 
letală, necroticá și hemolitică; factorii By. 3, & sint 
letali, necrotici (B 5 e) si hemolitici (9). 
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Pe baza factorilor constituenți ai toxinei s-au diferențiat 
în cadrul speciei Cl. perfringens 6 tipuri toxigene notate 
cu literele A, B, C, D, E, F. 


TABELUL 22 
Tipurile toxigene de Cl. perfringens 
Popovici şi Stamatin, 1968) 


Tipul ig Infecția Componentele 
toxigen (Memes uem aia. importantes 
A Gangrena gazoasá æ 
(uman) 
B CI. perfringens Dizenteria mieilor B, a, y. 2,8 
(ovin) (agni) 
S CI. perfringens Enteroroxiemia oilor | B, œ; 8, y 
(ovin) (paludis) 
D CI. perfringens Enterotoxiemia oilor | e, « 
(ovin) (ovitoxicus) (boala rinichiului 
moale) 
: E CI. perfringens Enterotoxiemia a 
(viței) (vitulitoxicus) viteilor 
E Cl. perfringens Enterita necrozantá B. y. « 
(uman) | (hominitoxicus) om 


Pentru tipizarea tulpinilor de Cl. perfringens se foloseşte 
reacția de neutralizare a toxinei cu seruri antitoxice speci- 
fice (antitoxine). 

Examenul toxicității se face prin inocularea intravenoasă 

a șoarece a 0,5 ml din supernatantul culturilor obţinute 
după centrifugare la 3 000 turatii/minut timp de 30 minute. 
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Daca toxina este prezentă, șoarecii mor în cîteva minute 
pînă la 3—4 ore. 


Pentru stabilirea diagnosticului de dizenterie anaerobă a 
mieilor, proba toxicității se poate executa și direct din ma 
terialul patologic (conţinut intestinal). În acest caz, mate 
rialul se dilueazà cu un volum egal de apa fiziologică, apoi 
amestecul se centrifugheaza 30 minute la 3 000 turatii/mi- 
nut. Lichidul supernatant se inoculeaza ca atare și diluat 
1/2, 1/4, 1/8 etc. intravenos la șoarece în doze de 0,5 ml. 


Proba seroneutralizării pentru tipizarea tulpinilor de Cl. 
perfringens. O cantitate (de ex., 0,5 ml) de lichid toxic (su- 
pernatant cultură sau conținut intestinal) se amesteca cu 
o cantitate de ser de tip (de ex., 1 ml din diluția 1/5 ser 
de tip A, B, C etc.) si se lasă o oră la 37?C. După acest 
interval, se inoculeaza 0,5 ml din amestec intravenos la 
şoarece. În cazul cînd tulpina corespunde tipului de ser 
folosit pentru neutralizare, șoarecii rezistă. 


Specia Cl. histolyticum 


Gazda receptivă şi infecția naturală: este un microb 
de asociaţie în gangrena gazoasa umană; a fost izolat de 
Ungureanu şi Greceanu (1956) dintr-un caz de 
edem al capului la berbec. 


Sursa de izolare: leziuni de gangrenă gazoasă la om, 
mai rar la animale (cabaline). Alte materiale: probe de sol 
(se izolează rar). 

Condiţii de cultivare: este anaerob; se cultivă pe medii 
pentru anaerobi și pe agar cu sînge în anaerobioză. 


Identificare 


Morfologie: bacil de 3—5 microni lungime şi 0,5—0,8 
A 


microni grosime, izolat sau în grupări diplo. Sporul este 
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situat subterminal, mai rar central, deformează forma ve- 
getativà. Este ciliat, cu cili numeroși dispuși peritrich, 
Gram pozitiv. 


Caractere culturale: medii lichide — turbiditate uni- 
formă: uneori fonmează flocoane sau depozit granular; me 
du solide în profunzime — colonii de 1—2 mm cu un 
centru opac și arborizaţii în jur; pe suprafața agarului 
cu sînge în anaerobioză — colonii mici, rotunde, infundate 
în mediu, incolore sau colorate în gri; se dezvoltă încet și 
sînt înconjurate de o zona de hemoliză. 


Proprietăţi biochimice: nu fermentează substanţele hi- 
drocarbonate. Este intens proteolitic: lichefiaza gelatina, 
serul coagulat, digera în vitro fragmente de ficat, mușchi, 
teridon și albus de ou fiert. Nu reduce nitrații. 

Patogenitate: secreta o exotoxină citoliticà, care pro- 
duce o necroză locală. În filtratul culturilor s-au pus in 
evidența trei componente toxice: alfa (cu efect letal și 
necrotic), beta (o colagenaza) și o proteinaza. Toxina ino- 
culata intravenos la iepure in doză de 1—2 ml omoară 
animalul în citeva minute, inoculatá intramuscular la cobai 
şi iepure produce o mioliză intensă pînă la denudarea 
osului. 

Infecția experimentală cu cultură integrală în mediu 
lichid se poate obține la cobai, iepure, șoarece. Cobaiul 
inoculat intramuscular cu 1—2 ml prezintă o leziune lo- 
cală caracteristică, țesutul muscular se lichefiază, razele 
osoase rámánind denudate chiar în timpul vieţii anima- 
lului, în ultima fază a bolii. Uneori, cînd infecția este 
de mai lungă durată se lizează gi ligamentele articulare 
ajungându-se la desprinderea razelor osoase. Deseori, cind 
activitatea histolitica progresează antero — ventral, se pro- 
duc eventrarii. 
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ORDINUL ACTINOMYCETALES 


FAMILIA MYCOBACTERIACEAE 
Genul Mycobacterium 


Specii: M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. microti (M. muris). 


Nume comune: bacilul tuberculozei, bacilul lui Koch, 


B. K. 


Gazda receptivá şi infecția naturală: bacilul tuberculo- 
zei este patogen pentru om și animale. Conform clasifi- 
carilor anterioare se considera că există o singură specie 
M. tuberculosis cu trei tipuri sau variante: var. bominis, 
var. bovis, var. avium. Conform clasificării din manualul 
Bergey (1957) se deosebesc patru specii de bacili ai 

erculozei. 

1. M. tuberculosis — patogen pentru om, dar poate 
infecta în condiții naturale gi alte specii: maimuța, cîinele, 
papagalul. 

2. M. bovis — patogen pentru bovine, dar patogen si 
pentru om, cit şi pentru alte specii de mamifere (cal, 
oaie, capră, porc, pisică, diverse specii sălbatice). 

3. M. avium — patogen pentru păsări, poate provoca 
leziuni cazeoase la porc, iepure si în mod excepţional la 
om. 


4. M. microti — agentul tuberculozei soarecilor de cîmp 
(Microtis agrestis) este nepatogen pentru om. 

Surse de izolare: fragmente de organe cu leziuni, sputà, 
secreţii, probe de lapte, fecale, urină etc. 

Examen microscopic direct: frotiurile din leziuni nodu- 
lare se execută prin strivirea între două lame a unui frag- 
ment de caseum. Pentru diagnosticul curent frotiurile se 
colorează prin metoda Ziehl-Neelsen (vezi pag. 222 


e a 
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Fiind acido-rezistent, la examenul microscopic bacilul 
apare colorat în roșu pe fond albastru. În leziunile 
tuberculoase ale păsărilor, bacteriile se gasesc obiș- 
nuit în număr mare în frotiurile directe. În leziunile de la 
bovine cât si În alte produse (de ex. lapte, urina etc.), 
germenii pot fi în numar redus și nu se găsesc la examenul 
microscopic al frotiurilor executate prin metode obișnuite 
(materiale paucibacilare). În acest caz se recurge la metode 
de îmbogăţire. Ca metode de îmbogăţire se pot folosi 
următoarele: 


— Centrifugarea — se practică pentru examenul lapte- 
lui şi urinei. În cazul probelor de lapte, se centrifugheaza 
40—50 ml si frotiurile se execută apoi din depozitul de 
centrifugare. În cazul probelor de urină, se centrifughează 
100—200 ml (eventual după adăugarea prealabila a 1— 
5 ml alcool 509/; pentru modificarea densităţii), timp de 
cel puţin o oră la 1000 turaţii/minut. 

— Omogenizarea cu hidrat de sodiu — la un volum de 
produs (sputà) se adaugă 1—8 volume hidrat de sodiu 
69/5 se agita bine gi se incubeaza la 37°C pînă se obține 
un aspect omogen al amestecului. Se centrifughează 30 
minute la 3 000 turaţii/minut, se spală de două ori cu ser 
fiziologic, apoi se fac frotiuri din depozit. 

— Metoda flotatiei — dă rezultate în cazul probelor 
de lapte si sputà. Pentru examenul laptelui se procedează 
astfel: într-un balon se introduc 50 ml lapte şi 50 ml so- 
lufie 0,69/, hidrat de potasiu. Se omogenizează bine si 
se introduce într-o baie de apă pentru 30 minute la 50— 
60°C., Se adaugă apoi 0,5 ml xilol, 60—80 ml apă distilată, 
se agita bine gi se trece conţinutul într-o suclà cu git 
îngust. Se lasă în repaus 45—60 minute la temperatura 
camerei. Între timp, se formează un inel cremos la supra- 
față, în care se găsesc bacilii existenţi eventual în lapte; 
aceștia sînt antrenați de xilolul care se ridică la suprafață. 
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— Metoda microculturilor pe lamă — frotiurile se exe- 
cută prin etalarea materialului (spută, puroi etc.) pe lame 
înguste (lame obișnuite tăiate în doua, în lungime). Se 
usucă si se introduc pentru 6—7 minute într-o soluție 6%, 
de acid sulfuric, pentru a distruge flora de asociație. Apoi, 
se trec prin două băi cu apă distilată sterilă, fară a agita 
lamele în baia de apă şi se introduc într-un tub care con- 
ține un mediu de cultură lichid (Sauton sau altul). Se incu- 
bează la 37°C timp de 7 zile, apoi se scot, se fixează și 
se colorează cu metoda Ziehl-Neelsen. Rezultatul examenu- 
lui este pozitiv cînd în cîmpul microscopic se observă mi- 
crocolonii (grămezi de bacili acidorezistenţi). 

Condiţii de cultivare şi conduita de izolare: germen ae- 
rob; temperatura optima de dezvoltare este 37°C; bacilii 
aviari se dezvoltă bine la temperaturi între 25—45*C. Tul- 
pinile umane și bovine necesită condiţii diferite de pH; 
pentru tulpinile umane pH optim este 7,4—8, pentru cele 
bovine 5,8—6,9; tulpinile aviare preferă pH ușor alcalin. 

Bacilul tuberculozei se cultivă pe medii speciale: medii 
cu ou (Lówenstein-Jensen, Petrof, Petragnani etc.), medii 
cu glicerinà (cartof glicerinat, bulion glicerinat), diferite 
medii sintetice etc. (vezi pag. 238). 

În diagnosticul curent, pentru izolarea bacilului tubercu- 
lozei se folosesc mai ales medii solide cu ovalbumină (Lö- 
wenstein- Jensen). Mediile lichide nu oferă condiții favora- 
bile dezvoltarii bacteriei în momentul izolării; de aceea se 
folosesc numai pentru cultivarea tulpinilor de colecție sau 
pentru prepararea tuberculunei. 

Însămânţarea se face obișnuit după o prealabilă omogeni- 
zare și fluidificare a materialului și eliminarea concomitentă 
a florei de asociaţie. 

În acest scop, materialul se tratează cu soluţii de acid 
sulfuric sau hidroxid de sodiu, în anumite concentraţii care 
distrug bacteriile de asociaţie, dar sînt inactive față de 
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bacilul tuberculozei. Unele din metodele care se bazează 
pe acest principiu, cu care se obțin rezultate bune sînt: 

— Metoda Saenz Costil — se triturează într-un mojar 
steril 1—2 g din materialul de examinat, se adaugă 2—3 ml 
soluție 15%/, acid sulfuric sterilizat în prealabil și se lasă 
la temperatura camerei timp de 15—20 minute. Se neutrali- 
zează apoi adăugîndu-se treptat din soluţia 309/ hidroxid de 
sodiu sterilă, în prezența tincturii de turnesol, ca indicator. 
Imediat după neutralizare se însămâînţează pe medii cu ou, 
cite 10—15 picături pentru un tub. 

— Metoda Petroff — materialul de examinat se ames- 
teca în parti egale cu o soluție 49/5; hidroxid de sodiu. Se 
lasă 30 minute la 37?C, se centrifughează și la depozitul 
obținut se adaugă cîteva picături de acid clorhidric; se 
insamingeaza în mai multe tuburi. 

— Metoda Targnet (considerată ca fiind cea mai bună 
de către Uniunea Internaţională de Tuberculoză din 1966) 
— la 2 ml produs se adaugă 3 ml soluție apoasa de lauryl 
sulfat de sodiu cu hidroxid de sodiu 19/5. Amestecul se cen- 
trifugheaza 30 minute și depozitul se neutralizează pînă 
se colorează în galben cu următorul amestec sterilizat prin 

autoclavare: 1,5 ml acid fosforic și 2 ml bromcrezol pur- 
pur 1/250 la 1 000 ml apă distilata. După neutralizare, se 
centrifugheazà din nou si apoi se însămînțează cîte patru 
tuburi de mediu cu ou pentru o probă. 


Pentru izolarea bacilului tuberculozei din lapte se poate 
proceda astfel: 

— Se centrifugheaza 50 ml lapre timp de 30 minute 
la 3 000 turaţii/minut. Depozitul obținut se tratează cu 
un volum egal din soluția N/10 de hidroxid de sodiu $ 
cîteva picături de tinctură de turnesol. Se omogenizează 

ine, se lasă 30 minute la 37°C, apoi se neutralizează cu 
soluție N/10 de acid clorhidric. Se centrifugheazà din nou 
$ din depozitul obținut se pot face frotiuri şi însămințari 
(10—15 tuburi pentru o probă). 
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Tuburile insamányate (indiferent de metoda folosită) se 
închid astfel ca sa se împiedice evaporarea apei în cursul 
incubării, care durează cel puţin două săptămîni pînă la 
70 zile. Pentru aceasta dopurile de vată se trec prin fla- 
cara astfel ca sá se ardă puţin, se înfundă cu o pensa și 
se acoperă cu o bandă de leucoplast și un strat de parafină 
sau cu un al doilea dop de plută sau cauciuc etc. 

Timpul de dezvoltare variază în funcție de specie: tul- 
pinile aviare, tulpinile umane și tulpinile murine se dezvoltă 
în general în 3—4 sapatmini, în timp ce tulpinile bovine 
se dezvolta încet, în 30—70 zile. 

Viabilitatea bacililor în culturi este destul de mare — 
tulpinile aviare pînă la 6 luni—1 an menținute la 37°C, iar 
iar cele bovine și umane cîteva luni; pentru întreţinerea 
în laborator se recomandă însă trecerea pe medii proas- 
pete a tulpinilor lunar. 


Identificare 


„Morfologie: bacil fin, de 0,5—4 microni lungime si 
0,5— 0,6 microni grosime, drept sau ușor încurbat. La 
tulpinile bovine, bacilii sint mai scurți și mai groși, la 
tulpinile aviare se remarcă un polimorfism accentuat de 
la forme cocoide la forme bacilare, chiar filamentoase. 
În frotiuri din depozitul cît și de pe suprafața mediilor 
lichide se pot observa uneori forme filamentoase dispuse 
paralel în pachete sub forma unor suvije de păr. 

Este Gram pozitiv; se colorează prin această metodă 
numai dacă în timpul colorării violetul de gentiana de pe 
lamă se încălzește, pînă la apariţia vaporilor. În diagnos- 
ticul curent, nu se folosește însă metoda Gram, ci metoda 
Ziehl-Neelsen, care evidenţiază acidorézistenga, proprietate 
care reprezintă un prețios criteriu taxonomic pentru ge- 
nul Mycobacterium. 
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Caracterele culturale variaza în funcţie de specia de 
M. tuberculosis (îndeosebi în momentul izolarii), dar și 
în funcție de mediul. de cultură. 

Pe medii solide, în momentul izolării speciile din genul 
Mycobacterium se dezvoltă formînd colonii de tip S sau 
tip R. Culturile de tip S au suprafața netedă și lucioasă, 
sint relativ ușor omogenizabile, în timp ce culturile de 
tip R sînt uscate, convexe, cu suprafaţa granulara, neregu- 
late, neomogenizabile. 

Aspectul cultural la izolare pe anumite medii solide (Lo- 
wenstein) poate servi drept un criteriu orientativ pentru 
diferenţierea speciilor astfel: 

— M. tuberculosis formează de la început o cultură de 
tip R, pigmentată crem sau roz, iar la M. bovis şi M. 
avium tipul cultural la izolare este S. Prin mai multe tre- 
ceri pe medii de cultură şi aceste doua tipuri disociază 
si se transforma în tipul R. 

În cazul cultivării in medii lichide a tulpinilor deja 
adaptate se pot întâlni diferite aspecte, dintre care cele 
mai frecvente sînt: 

— mediul limpede cu membrană increfita $i groasă, iar 
în culturi vechi depozit granular provenit din fragmen- 
tarea membranelor desprinse de la suprafață gi căzute (de 
ex., tulpinile umane în bulion glicerinat); 

— mediul limpede cu o peliculă viscoasa, iar în cul- 
turi vechi formaţiuni cu aspect de stalactite ce se des- 
prind de la suprafață și ajung pînă la fundul recipien- 
tului unde formează un depozit víscos; 

— mediul tulbure cu za vâscos — granular (de 
ex., tulpinile aviare în bulion glicerina). 

Proprietăţi biochimice: tulpinile umane fermenteaza obiş- 
nuit glucoza, arabinoza, galactoza, levuloza, reduc nitra- 
ţii și produc cantităţi însemnate de acid nicotinic (testul 
lui Konno la niacinà este pozitiv), posedă catalazà, per- 
oxidazá, urează, lipazā. 
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Glicerina stimulează creșterea tulpinilor umane și aviare, 
dar intirzie dezvoltarea tulpinilor bovine și murine (obig- 
nuit nu se adaugă glicerină la medii pentru cultivarea 
acestora). 

Rezistenţa: este foarte rezistent la uscaciune, supravietu- 
ieste timp îndelungat în expectorații uscate, rezistă luni 
de zile la putrefacție. Este sensibil la lumină și caldura. 
Temperatura de 60*C omoară bacilul în 40 minute și cea 
de 80°C în 5 minute. 

Datorita învelișului de natura lipidică, este mai rezis- 
tent față de acţiunea factorilor fizici și chimici în compa- 
ratie cu alte specii nesporulate. Acizii si bazele chiar în 
concentraţii mari — 10—40% acid sulfuric, 49/5 hidroxid 
de potasiu — sînt inactivi. 

Formolul 0,01%o si sublimatul 1/1 000 distrug baci 
în 24 ore, fenolul 0,59/; în 30 secunde, alcoolul absolut 
în 5 minute, eterul tot în 5 minute. Este sensibil la anu- 
mite antibiotice și chimioterapice ca: streptomicina, hidra- 
zida acidului izonicotinic (INH), acidul paraaminosali- 
cilic (PAS). 

Proprietăţi antigenice: tulpinile umane, bovine, aviare 
nu se por diferenţia prin reacţia de aglutinare datorită 
antigenilor comuni existenți. Prin reacția de adsorbtie a 
aglutininelor se pot diferenţia tulpinile mamifere de cele 
aviare. Prin reacţia de tuberculinare încrucișată, tulpinile bo- 
vine. umane și murine s-au dovedita fi apropiate antigenic. 

Patogenitatea: se datorește toxicității şi virulenței. În 
condiții experimentale, bacilul tuberculozei este parogen 
pentru animale de laborator, dar sensibilitatea acestora 

variază în funcție de tipul infectant. 

Diferentierea speciilor de M. tuberculosis se poate face 
prin inoculări la cobai, iepure, păsări, șoarece. 

La cobai, inocularea se face obișnuit pe cale subcutanà 
si primul simptom caracteristic care apare uneori in 5—10 
zile este adenita ganglionilor aferenfi locului de inoculare. 
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Ulterior, se formeazá un abces rece la locul de inoculare, 
care poate abceda și ulcerul format persistă pînă la 
moartea animalului, care survine după 35—60—100 zile 
de la inoculare. La autopsie, se observă constant plăci 
necrotice patognomonice în ficat si splină (care este ma- 
sita de mai multe ori în volum). Pulmonul poate sà nu 
aibă leziuni sau contine noduli miliari. Alte organe pot 
prezenta de la caz la caz leziuni. Cobaii infectați reac- 
fioneaza la tuberculina. Cobaiul este egal de sensibil fata 
de tulpini umane si bovine, rezistent față de cele aviare. 


Iepurele poate fi infectat cu toate speciile însă reacția 
este diferită; este foarte sensibil față de M bovis si mai 
rezistent față de celelalte specii. Tulpinile bovine inocu- 
late intravenos În doză de 10^ mg — 1 mg bacili greu- 
tate umedă provoacă o tuberculoza evolutivă (animalele 
mor pînă la 60 zile). Leziunile produse de bacili bovini 
la iepure sînt caracteristice. Spre deosebire de cobai, orga- 
aul cel mai frecvent afectar este pulmonul şi în mai rare 
cazuri organele din cavitatea peritoneală (ficatul, splina, 
rinichiul, intestinul etc.). De asemenea, diferă şi tipul de 
leziune. În timp ce la cobai predomină plăcile necrotice, 
pentru iepure este caracteristică leziunea nodulara. Tul- 
pinile aviare sint patogene pentru iepure in doze mari 
(1,5—10 mg) si produc o tuberculoză septicemică de tip 
Yersin (animalele mor în 2—3 săptămâni, deseori fără 
leziuni macroscopice evidente, dar cu un număr mare de 
bacili în frotiuri). Tulpinile umane infectează greu iepu- 
rele și produc numai leziuni decelabile histologic. 

Practic, pentru diferenţierea tulpinilor umane de cel 

ovine se inoculează doi iepuri intravenos cu | ma Y 
doj cu 0,01 mg; dacă tulpinile sint bovine animalele mor 
pînă la 60 zile, dacă tulpinile sînt umane nu mor decit 
foarte rar pînă la 60 zile si animalele moarte sau sacrifi- 


a 
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cate în general nu prezintă leziuni evidente (Stamatin, 
1957). 

Păsările sint rezistente faja de tulpinile umane și bo- 
vine; tulpinile aviare, în schimb, inoculate intravenos în 
doze de 0,1 mg produc o tuberculoză septicemica tip Yer- 
sin, iar in doze mai mici o tuberculoza subacuta cu le- 
ziuni nodulare în organe, foarte bogate în bacili. Sta- 
matin și Stamatin (1939) au stabilit patogenitatea 
experimentală a diferitelor tipuri de bacili pentru şoarece, 
care este la fel de sensibil faga de tulpinile umane gi bo- 
vine. Soarecele inoculat intravenos cu 1—2 mg bacili face 
in 2—6 săptămâni o infecție predominant pulmonară și cu 
leziuni mai discrete, dar foarte bogate în bacili, localizate 
în splină si ficat. Soarecele mai este sensibil si fața de tipul 
murin, dar se infectează mai greu cu tulpinile aviare. 

Conduita diagnosticului de laborator al tuberculozei. 

I. Punerea în evidenţă și izolarea bacteriei. 

— Examenul microscopic al frotiurilor directe sau după 
tratarea materialului prin diferite metode de îmbogăţire 
şi colorate cu metoda Ziehl-Neelsen. 

— Izolarea prin însămînţari pe medii cu ou, după tra- 
tarea materialului pentru distrugerea florei de asociaţie. 

II. Idenuficarea speciei prin: 

— examenul caracterelor morfologice în frotiuri colo- 
rate cu metoda Ziehl-Neelsen; 

— timpul de dezvoltare al culturilor; 

— examenul caracterelor culturale la izolare pe medii 
solide; 

— infecția experimentală pe cobai, iepure, păsări, soa- 
rece (tabelul 23). 

Pentru diferențierea speciilor M. tuberculosis şi M. bo- 
pis se pot utiliza și o serie de teste de culoare, în care 
tulpinile se comportă diferit, Dintre acestea, cel mai uti- 
lizat este testul Konno sau al niacinei (Săvulescu, 
1969), Prin testul niacinei se pune în evidenţă proprieta- 
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TABELUL 23 


Caracterele diferenţiale între speciile bacilului tuberculozei 


Caractere culturale Ee 
la izolare 
Morfologie TU olako 
Tip cul- Timp de 8 B|ld|£z 
tural dezvoltare | & | &| 4 | 3 
o — E | d 
M. tubercu- | bacil fin, R 15—30 | +| F| —| + 
losis subtire pigmen- zile 
tat | 
M. bovis bacil mai S a ELE L-E 
scurt si gros zile 
RENE | 
M. avium polimorfism S 9-55: | TA A E 
accentuat zile | 
M. microti bacil lung sub- R 30—40 | —| —| —| + | 
tire, uneori zile | | 
formá cocoidá 
Legendá: + = tuberculoză generalizată; — = rezistent; F = tuber- 


culoză neevolutivă, rar mortală. 


tea de a sintetiza acidul nicotinic de către micobacterii, 
proprietate care este mai evidentă la M. tuberculosis $ 
foarte redusă sau inexistentă la M. bovis. 


Specia M. paratuberculosis (Bacillus paratuberculosis) 


Numele comun: bacilul enteritei hipertrofiante sau al 
paratuberculozei bivideelor; bacilul lui Johne. 

Gazda receptivă şi infecția naturală: M. paratubercu- 
losis produce dizenteria cronică bacilară sau enterita hr- 
pertrofiantá denumită și boala lui Johne mai frecventa la 
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bovine, dar s-a descris și la bubaline, ovine, caprine, ca- 
mile. 

Surse de izolare: materii fecale de la animalele bolnave, 
mucoasa intestinală. 

Examen microscopic direct: în frotiuri din porțiunile de 
mucoasă eliminate prin materii fecale sau recoltate din 
rect, colorate cu metoda Ziehl-Neelsen se observă grámezi 
de bacili scurți acido-rezistenți. 

Condiţii de cultivare si izolare: aerob; temperatura op- 
timá de dezvoltare este 39°C, limitele fiind între 28°C, si 
43°C, iar pH optim este 6,6. 

Se cultivă greu și pe aceleași medii ca și bacilii tubercu- 
lozei; creşterea este favorizată prin adăugarea de extracte 
din alți bacili acidorezistenţi (obişnuit se foloseşte extract 
din M. phlei). Pe medii lichide, cultura apare după 3—4 
săptămâni; pe medii solide (Dorset, Löwenstein) dupa 
1—2 luni. 

Pentru izolare din ganglioni, unde nu există o floră se- 
cundară, însămânțarea se face direct din materialul re- 
coltat cu pipeta. 

Pentru izolarea din material cu flora secundară, cum 
este intestinul, acesta se poate prelucra în prealabil prin 
metoda Saenz Costil sau prin metoda următoare: un frag- 
ment de intestin cu leziuni caracteristice se spală, se tri- 

turează cu nisip într-un mojar, se adaugă 8—10 volume 
soluție 0,4%, de NaOH gi se lasă 3 ore la etuvà. Ames- 
tecul se centrifughează, se neutralizeazà şi se însămîn- 
1eaza. 


Identificare 
Morfologie: bacil scurt de 1—2 microni lungime, co- 


lorat uniform cu metoda Ziehl-Neelsen, este acido-rezis- 
tent; imobil, nesporulat, necapsulat. 
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Caractere culturale: medii lichide — în 3—4 saptamâni 
membrană albă, subțire, increpita; medii solide — coloni 
vizibile după 1—2 luni; la început sint rotunde, bom- 
bate, neaderente; prin invechire, în jurul lor se constituie 
o membrană albă, uscată care se întinde pe toată supra- 
fata mediului. In culturi este viabil 4—5 luni la 37?C. 

Rezistenţa: se comportă faţă de factorii de mediu la fel 
ca bacilul tuberculozei. 

Patogenitate: bacilul nu secretă toxine. În condiții ex- 
perimentale, nu este patogen pentru cobai și iepure. Infec- 
tia se reproduce greu și numai prin inoculare intravenoasă 
la speciile natural receptive (bou, oaie, capră). 


FAMILIA ACTINOMYCETACEAE 


Genul Actinomyces 


Specia A. bovis 


Gazda receptivá si infecția naturală: produce actinomi- 
coza osoasă a taurinelor; infecțiile la alte specu au un ca- 
racter accidental și sint foarte rare. 

Surse de izolare: materialul purulent din leziuni. 

Examen microscopic: la examenul între lamă si lamela 
al puroiului se observă tufe actinomicotice, care au as- 
pectul unor mase neregulate, circumscrise de o coroană de 
formaţiuni filamentoase, terminate la extremități cu cite 
o máciuca. În frotiurile colorate prin metoda Gram sint 
prezenţi germeni subțiri Gram pozitivi de formă bacilarà 
si filamentoasă, Filamentele pot prezenta ramificații. ln 
rare cazuri la extremitatea unor filamente se observă dila- 
tapi asemănătoare cu máciucile, constant evidente la exa- 
menul între lamă $i lamela, 
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Condiţii de cultivare: anaerob la izolare, după adap- 
tare prin treceri pe mai multe medii de cultură devine mi- 
croaerofil. Nu crește în bulion și pe agar; necesită medii 
cu ser și glucoză sau tioglicolat. Se dezvoltă în 48—72 
ore, 


Identificare 


Morfologie: germen polimorf, prezentind aspecte foarte 
diferite în funcpie de materialul din care se face examenul 
microscopic. În frotiurile din leziuni predomină formele 
filamentoase, deseori ramificate și cu extremitățile uneori 
măciucate. In frotiurile din culturi predomină formele ba- 
cilare, asemanatoare ca aspect cu germenii din genul Co- 
rynebacterium. Este un germen fin, diametrul transversal 
fiind de aproximativ 0,2—0,5 microni. Este necapsulat, 
neciliat, nesporulat. Gram pozitiv, neacido-rezistent. 


Caractere culturale: diferă in funcţie de mediul pe care 
se cultiva: pe suprafața mediilor solide formează colonii 
de culoare gălbuie, de regulă de tip S (suprafaţa netedă, 
margini regulate, neaderente); în profunzimea mediilor 
semisolide se obțin colonii sferoidale cu periferia mai mult 
sau mai puţin regulatà de dimensiuni variabile (1—3 mm 
diametru), opace. În medii lichide produce o turbiditate 
moderata și un depozit în majoritatea cazurilor granular. 

Proprietăţi biochimice: majoritatea tulpinilor fermen- 
tează glucoza, lactoza, zaharoza şi maltoza. Nu produce 
indol, nici FH2S. Este nehemolitic și neproteolitic. Produce 
INNHs, reduce nitrații, acidifică laptele turnesolat fără să-l 
coaguleze. Obignuit, nu se recurge la examenul biochimic 
pentru identificarea acestui germen. 

Patogenitate: mecanismele patogenitáfii nu sint demon- 
strate, Practic nepatogen pentru animalele de laborator. 
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Proprietăți antigenice: pentru diagnosticul infecției na- 
urale Linsert gi col. (1970) recomandă ca metoda se- 


M 


rologicá REC, după cum și un test alergic prin injectarea 


ntracutanatà a 0,1 ml antigen actinomicotic. 
Specia A. israelli 


În această specie sînt încadrate tulpinile de Actinomy- 
ces izolate din infecțiile actinomicotice ale omului. După 
unii autori, A. israelii nu este considerat ca o specie a- 
parte, ci numai O variantă a speciei A. bovis. Totuși, 
existi argumente care pot pleda si in favoarea acceptarii 
à două specii separate. 


TABELUL 24 
Caractere diferenţiale între A. bovis şi A. israelii 


Specia (tipul) 


Caracterul diferențial 


A. bovis A. îsraehii 
(tipul bovin) (tipul uman) 
SSA AAA oe AAÁÓS 
Gazda receptivá Taurinele Omul 
MEME UR o se eee o | 
Localizarea Osoasá În ţesuturi moi 


Gradul de anaerobiozá| Anaerob la izolare; | Anaerob; de regulă 
'se adaptează ușor la | nu se adaptează la 
condiții microaerofi- | condiții microaero- 


le și chiar aerobe file 
Tipul cultural S R 
Timpul de dezvoltare | Mai scurt Mai lung 
pe medii de cultură 
Capacitatea fermenta- | Mai mică NS “Mai mare SN 
tivă faţă de glucide gi 
polialcooli 
Structura antigenicá Diatinotá ARCA 
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Genul Nocardia 


Specia N. asteroides 


Gazde receptive si infecţii naturale: nocardiozele sint 
infecţii care pot îmbrăca aspecte anatomo-clinice variate 
şi pot fi întâlnite la om și diverse specii animale. Mai 
frecvente sint nocardiozele carnasierelor, apoi mamitele 
nocardice ale taurinelor (mai răspîndite în nord-vestul Eu- 
ropei). În tara noastră au fost izolate tulpini de Nocardia 
de la om, din diferite mixoedeme ale membrelor inferioare, 
din infecţii pulmonare (Rusu și col., 1970), iar de la 
animale dintr-un caz de peritonità de la un cline (C ar o l- 
Dumitriu, 1971). 

Surse de izolare: material purulent din leziuni, lapte 
etc. 

Examenul microscopic direct: în frotiurile din puroi sau 
din depozitul de centrifugare al probelor de lapte prove- 
nite din cazuri de mamitá nocardică sînt prezenți ger- 
meni de regula filamentoși uneori ramificati, Gram pozi- 
tivi, acido-rezistenti. 

Condiţii de cultivare: aerob, se dezvolià pe medii uzua- 
le, dar la izolare este mai adecvată folosirea agarului cu 
singe sau cu ser. Se dezvoltă în 3—7 zile la 22°C. Tem- 
peratura de 37°C este mai puţin favorabilă dezvoltării no- 
cardiilor. Supravietuieste în culturi mai multe luni. 


Identificare 


Morfologie. Germen polimorf; cel mai frecvent se întâl- 
nesc formele filamentoase subțiri, uneori ramificate, neci- 
liat, necapsulat, nesporulat, Gram pozitiv, acido-rezistent. 
Pentru punerea în evidenti a acidorezistentei nocardiilor. 
se folosesc variante ale metodei de colorare Ziehl-Neelsen, 
care se deosebesc de metoda clasici prin folosirea pentru 


168 


decolorare à unor soluții mai puțin concentrate de acizi 


(vezi pag. 224). 


Caractere culturale: pe suprafaţa mediilor solide for 


mează colonii foarte variate ca aspect. Marimea coloniilor 


este neuniformă, sint perfect opace şi de tip R. Au supra 
fata mată și aspră; culoarea lor obișnuita este alba-cretacee, 
dar pot fi uneori și pigmentate. Deseori, coloniile au ne- 
regularități pe suprafață, simetrice sau asimetrice, Ade- 
renta coloniilor de mediu este variabilă. În medii lichide 
formează la suprafață pelicule groase, incretite. 

Proprietăţi biochimice si biologice generale: pentru di- 
ferențierea speciei N. asteroides de alte specii de Nocars- 
dia se foloseşte un mare număr de teste, unele din ele di- 
ferite de testele clasice din bacteriologie. Dintre acestea 
menţionăm rezistența la descompunere sub acțiunea no- 
cardiilor a cazeinei, tirozinei, xantinei etc. (tabelul 25). 
N. asteroides fermentează glucoza și esculina, are o com- 
portare variabilă față de ramnoză, galactozá și amidon, 
produce catalază, reduce nitrații și unele tulpini pot fo- 
losi citrații ca unică sursă de carbon. Descompune ureea, 
este rezistentă la lizozim și la încălzire timp de 4 ore la 
60*C. 

Patogenitate: soarecele si cobaiul sînt sensibili la infec- 
fía experimentală; calea cea mai severă este cea intraperi- 
tonealá. Boala evoluează cronic, nu totdeauna mortal, iar 
leziunile caracteristice sînt abcesele și adenitele hiper- 
trofice, 


Taxonomie: din genul Nocardia fac parte 45 specii 
(Bergey, 1957). O parte din ele pot fi izolare de la 
animale si diferenţierea între ele, după cum si diferenţie- 
rea lor de N, asteroides este deseori foarte dificilă (tabe 
lul 25), 
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TABELUL 25 


Diferengierea unor specii din genul Nocardia, care se izolează 
de la animale, pe baza proprietăţilor fiziologice 
(după Gordon, modificat de Rusu și col., 1970) 


Ki 
Y 1 3|t Bl g 
Caractere fiziologice 3 Y 3 5 E: g | £ 
diferențiale $81$/2|3|3! 1/43 
$|838|5| 8| & b 8 w 
2l2|=|%|%|<|65 
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Gazde recep 
toza la păsări, 


variabil 


ORDINUL SPIROCHAETALES 
FAMILIA TREPONEMATACEAE 


Genul Borrelia 


Specia B. amserina (Spirochaeta anserina, Sp. gallinarum) 


din genurile Argas și Ornitodorus. : : 
Surse de izolare; singe recoltat de la păsări in faza fe- 


nt 


> 


tive şi infecția naturală: produce spiroche- 
între care se transmite direct prin cipugile 


; sînge $i organe de la cadavrele infectate; cápuse. 
Examenul microscopic direct: este concludent in majo- 


atea cazurilor pentru diagnosticul infecțiilor produse de 
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B. anserina, Din sîngele păsărilor bolnave se fac frotiuri 
după tehnica folosită pentru examenul sângelui, care se 
colorează prin metoda May-Griimwald-Giemsa. Spiroche- 
tele apar sub formà de filamente subțiri spiralate, colo- 
rate în roz pal, dispuse printre elementele figurate ale sîn- 
gelui. Spirochetele sint evidentiabile microscopic și în fro- 
tiurile executate din triturate de căpușe, sub formă de ele- 
mente granulare cu diametrul de 0,1—0,3 microni, care 
sint considerate de unii autori ca forme metaciclice de 
rezistență și latenga a germenului (după Simionescu, 
1970). 

Condiţii de cultivare şi izolare: anaerob, se cultivă nu- 
mai pe medii speciale bogate în proteină. Simionescu 
(1970) a cultivat germenii prin metoda propusă de Un- 
germann, Galloway și Johnel (1933), care are 
următoarea conduită: se pregătește un substrat, reparti- 
zind in eprubete o cantitate de albuș de ou care se coa- 
guleaza in poziţie înclinată, apoi se adauga 5 ml ser de 
cal lichid si diluat 1/5 sau ser de iepure diluat 1/5. Dupà 
adăugarea unuia din cele 2 seruri mediile se inactivează 
timp de 1 oră la 56°C. Apoi se însămânţează, iar după 
însămâînțare se adaugă un strat fin de parafină sterilă. In- 
dica so iace la 30 32C, timp de mai multe zile. În 
vederea adaptării germenului pe medii de cultură se impun 
mai multe treceri, mai întîi la intervale de 4 zale, după 
care pasajele trebuie făcute din 2 în 2 zile; pH optim 
este 7,2—7,6. 

O altà metodă de cultivare prin care se obțin rezultate 
mult mai bune decît în cazul mediilor inerte este culti- 
varea pe embrion de găină. Se recomandă însămânţarea 
pe membrana corio-alantoidiani la embrioni de 12—14 
zile. Fiecare embrion se inoculează cu 0,2 ml sînge. In- 
fecţia evoluează într-un interval de 5—8 zile, cînd em- 
brionii mor, 
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Identificare 


Morfologie: microorganism filiform, de 8—15 microni 
lungime $i 0,25— 0,3 microni diametru transversal, spira- 
lat, avînd un număr de 8—15 spirale rigide. Amplitudinea 
unei spirale este de 1 micron. Este neciliat și nesporulat. 
Mobilitatea accentuată nu se datorește unui aparat ciliar, 
ci mişcărilor ondulatorii și de rotaţie ale corpului micro- 
bian. Nu se colorează prin metoda Gram. 

Caractere culturale: întrucît în practică nu se recurge 
curent la cultivarea germenului, nu prezintă importanță 
pentru identificare. 

Examene serologice: rezultate bune se obțin prin imu- 
nofluorescenga. Totodata, in serul gainilor bolnave apare 
o proteina specifică din grupul f -globulinelor strîns le- 
gata de infecția cu spirochete evidenpiabila prin imuno- 
Asia (Simionescu, 1970). Alte reacții posi- 
bile pentru detectarea anticorpilor antispirocheuci sînt 
aglutinarea lentă gi o reacţie de tip Pfeiffer, care constă 
în inocularea intraperitonealà la șoarece a serului de exa- 
minat si a 0,2 ml sînge conținînd borelii. În cazul reac- 
fiei pozitive, după o oră de la inoculare, în frotiurile din 

exsudatul peritoneal se observă spirochetele în diferite 
stadii de liza. 

Patogenitatea experimentală poate fi reprodusă pe găini 
sau pe șoareci sugari prin inoculare de suspensii de organe 
(diluge 1/10 în ser fiziologic). La găini, se inocule ază cite 
2 ml intramuscular sau 1 ml intraperitoneal, i iar la $oa- 
reci 0,2—0,5 ml intraperitoneal, În cazul unei infecții evo 
lutive la 48—72 ore, la examenul microscopic al sîngelui 
sint evidențiabile spirochetele, Păsările mor de regulă la 
48—72 ore (Linsert și col., 1970). 
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Genul Leptospira 


Gazde receptive si infecția naturală: leptospirozele sînt 
infecţii comune omului și unui număr mare de specii ani- 
male (suine, cabaline, taurine, carnasiere etc.). În natură, 
se găsește un număr mare de tulpini de leptospire nepa- 
togene a căror nișă ecologică este de regulă apa. 

Surse de izolare: sînge și diferite organe de la anima- 
lele infectate (rinichi, ficat, splină), lichide din diverse ca- 
vitàji (lichid peritoneal, pericardic, umorile ochiului), avor- 
toni, purcei nou-născuți, urină. Dintre mediile naturale, 
sursa obișnuită de izolare este apa. Materialele patologice 
trebuie să fie proaspăt recoltate, datorită faptului că lep- 
tospirele se lizează în organismul gazdă într-un timp re- 
lativ scurt de la moarte. 

Examenul microscopic direct este rareori concludent. 
Metodele care pot fi recomandate sînt: examenul mate- 
rialelor lichide între lamă și lamelă, în cîmp întunecat, 
imunofluorescenga sau frotiuri colorate prin metode spe- 
ciale (Burri, Levaditi). 

Condiţii de cultivare: aerob; se cultivă pe medii spe- 
ciale, cel mai frecvent folosit fiind mediul Korthov (vezi 
pag. 250). lemperatura optimă de dezvoltare este de 
25—50C. Întrucît leptospirele nu produc modificări vi- 
zibile ale mediilor în care se multiplică, culturile trebuie 
examinate microscopic în cîmp întunecat, din 2 în 2 zile. 
În vederea izolării tulpinilor, se impun uneori mai multe 
treceri oarbe la interval de 4—5 zile. 


Identificare 


Morfologie: la examenul în cîmp întunecat între lamă 
și lamela leptospirele apar sub formă de filamente foarte 
fine ale căror spirale primare abia pot fi intuite; mobile, 
în timpul mișcărilor luînd naștere spiralele secundare (fi- 
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lamentele iau forma literelor C, S etc.). Examenul lepto- 
spirelor în frotiuri colorate se practică mai mult în şcoli 
si facultăți pentru scopuri didactice. Colorate prin metoda 
Fontana-Tribondeau (vezi pag. 225) leptospirele apar sub 
formà de filamente de culoare bruna sau neagră, Ușor zim- 
fate (zimpáturile reprezintă spiralele primare) si incurbate 
în diferite sensuri (spiralele secundare). Structura unei 
leptospire stabilită prin examene electronooptice este ur- 
mătoarea: corpul este constituit din trei componente (un 
filament axial, un cilindru citoplasmatic și o membrana). 
Lungimea leptospirelor variaza între 6 și 150 microni. 
Cele patogene sînt în general mici sau mijlocii (6—20 mi- 
croni). Diametrul transversal al cilindrului citoplasmatic 
este de 0,06—0,12 microni, iar impreunà cu membrana 
0,16 microni. Cilindrul citoplasmatic este înfăşurat in spi- 
ralà in jurul filamentului axial pe care isi are inserjia ri- 
zidă, fapt care determină regularitatea spiralelor primare. 
Acestea sint foarte fine avînd o adincime de 0,3 microni 
şi 0,4—0,5 microni amplitudine. După Noruchi (citat 
de Bercea, 1969) o leptospir care măsoară 9 microni 


are 18 spire. La ambele extremităţi, leptospirele sint pre- 
văzute cu câte un cârlig (croşetă). Leptospirele, ca si borre- 
lile, sînt lipsite de cili. Mobilitatea lor accentuatà se rea- 
lizează prin mişcările de flexiune, rotaţie si translație a 
corpului bacterian (datorită acestei însușiri unii autori le 
încadrează printre protozoare). Sînt lipsite de capsulă şi 


spor, iar proprietăţile tinctoriale folosite curent pentru 


diferențierea bacteriilor — Gram-pozitivitatea, acidorezis- 
tenta — nu interesează în cazul examenului leptospirelor. 


Caractere culturale: nu sint luate 1n considerare, întrucât 
leptospirele nu produc modificări evidente sau caracte- 
ristice ale mediilor de cultura. l 

yan Tots cos l'ds "expe OMS fa 

Structura antigenic: subcomitetul de experți Ao: 
raportul din 1967 stabileşte 18 grupe serologice de lepto- 
spire: în cadrul fiecărui grup se deosebesc mai multe se- 
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rotipuri; unele serotipuri pot avea subserotipuri. Pentru di- 
ferentierea grupelor si serotipurilor se folosește reacția de 
aglutinare-liză (vezi pag. 321). 

Rezistență: leptospirele sint sensibile la acțiunea dife- 

ritilor factori de mediu. Cele patogene supraviețuiesc un 
timp limitat in mediul exterior. Cele nepatogene au chiar 
posibilitatea de a se multiplica în apă. La 56"C sint dis- 
truse în 10 minute, iar la 65°C în cîteva minute. Antisep- 
ticele uzuale le distrug în concentraţii curent folosite. Sint 
foarte sensibile la acizi. Pentru dezinfectiile curente în la- 
boratoarele de leptospiroze se folosește acidul acetic care 
le distruge instantaneu. 

Patogenitate: principalul factor al patogenitatii leptos- 
pirelor este virulența. După unii autori există și compo- 
nente toxice cu caracteristici de endotoxine. Între diverse 
serotipuri și tulpini există diferențe privind gradul de pa- 
togenitate. Din punct de vedere al tabloului clinic al in- 
fecţiilor pe care le produc, leptospirele se împart in icte- 
rigene și anicterigene. Animalul de laborator cel mai sen- 
sibil este cobaiul. Chiar în cazurile cînd animalele nu fac 
infecții mortale, în serul lor apar anticorpii decelabili prin 
reacția de aglutinare-liza. Cobaii se inoculează totdeauna 
pe cale intraperitoneala, sînt apoi termometrag zilnic, iar 
în fazele de hipertermie li se recoltează sînge din cord 
pentru însămânţări pe medii de cultură. În afară de co- 
bai mai pot fi folosiți hamsterul, iepurele și șoarecele. 
Aceste specii sînt însă mai rezistente, se infectează cu doze 
mai mari și de aceea sînt folosite mai rar. 

Taxonomie: cu privire la problema speciilor în cadrul 
genului Leptospira există trei teorii sau puncte de vedere: 

— teoria unicistă, conform căreia toate leptospirele sînt 
încadrate într-o singură specie; 

— teoria dualistă, conform căreia leptospirele sint în- 
cadrate în două specii: L. interrogans care cuprinde tul- 
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pinile patogene si L. biflexa din care fac parte tulpinile 
nepatogene; : ^ ; f 

— teoria pluralistă care admite existența mai multor 
specii de leptospire, adoptînd drept criteriu taxonomic 
principal pe cel serologic. T se - 

Astăzi, este oficial acceptată teoria unicista, adoptată 
în 1966 la Congresul Internaţional de Microbiologie de 
la Moscova. Toate leptospirele fac parte dintr-o singură 
specie — L. interrogans, în cadrul căreia se deosebesc gru- 
pele şi tipurile serologice redare în tabelul 26 (dupa Ber - 
cea, 1969). 


TABELUL 26 


Serotipurile și subserotipurile de leptospire patogene 
(după Bercea, 1969) 


Serogrup Serotip Subserotip Tulpina tip 
ictero- icterohaemorrha- ictero- M 20 
haemorrha- | giae (AB) haemorrha- 
giae giae 

icterohaemorrha- incompleta RGA 
giae (A) 
naam Naam 
mankarso Mankarso 
4 sarmin Sarmin 
birkint bivkini Birkin 
birkini smithii Smith 
ndambari Ndambari 
javanica javanica Veldrat Batavia 46 
poi Poi 
Eo GN Coxi Cox 
canicola canicola Hond Utrecht IV 
schüffneri Vleermuis 90 C 
benjamin Benjamin 
JOnsis |— Jones 
sumneri Summer 
——— malaya H-6 
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Serogrup Serotip Subserotip Tulpina tip 
ballum ballum ballumensis | Mus 127 
ballum (AB) castellonis Castellon 3 
pyrogenes pyrogenes Salinem 
zanoni-australis(B) Zanoni 
abramis Abraham 
biggis Biggs 
hamptoni Hampton 
cynopteri cynopteri 3522C 
butembo Butembo 
autumnalis | autumnalis (AB) autumnalis Akiyami A 
autumnalis (A) rachmati Rachmat 
bangkinang Bangkinang I 
mooris Moores 
sentot Sentot 
djasiman Djasiman 
australis ` australis- Ballico 
australis A 
muenchen München C-90 
esposito Esposito 
pomona pomona Pomona 
grippo- grippotyphosa Moskva V 
typhosa 
hebdomadis | hebdomadis Hebdomadis 
medamnensis Hond HC 
wolffii 3705 
hardjo Hardjoprajitno 
mini mini Sari 
mimi szwajizak Szwajizak 
hvemastos Kremastos 
kabura Kabura 
jules Jules 
haemolytica haemolytica | Marsh 
haemolytica ricardi Richardson 
worsfoldi Worsfold 
sejroe M 48 
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Serogrup | Serotip | Subserotip | Tulpina tip 


saxhoebing | Mus 24 


borincana HS-622 
bataviae bataviae Swart 
paidjan Paidjan 
| semarang semarang y jo Veldrat S 173 
andaman andaman CH 11 
hyos hyos-mitis|johnson | hyos Mitis Johnson 
| (sau tara- hyos bakeri L1 79 
| ssovi) 
celledoni celledoni celledoni Celledoni 
celledoni (11) whitcombi Whitcomb 
Panama panama CZ 214 k 
Shermani shermani LT 821 


ORDINUL MYCOPLASMATALES 
FAMILIA MYCOPLASMATACEAE 


Genul Mycoplasma 


Gazde receptive şi infecţii naturale: micoplasmele pro- 
duc infecţii primare, secundare gi condiţionate la om si 
numeroase specii animale, cele mai importante pentru pa- 
tologia veterinara fiind micoplasmozele aviare si cele ale 
suinelor apelul 27). 

Surse de izolare: bovine — probe lapte (sediment si ine- 
lul de grăsime după centrifugare), secreții vaginale, se- 
creții nazale, fragmente de organe, ganglioni limfatii; 
porcine — secreții nazale, fragmente de organe, gangli- 
oni; păsări — fragmente de organe, sistemul nervos cen- 
tral, sinus infraorbital, seroase. see M 

Condiţii de cultivare si conduita de izolare: în general 
aerobe, dar există si specii care la izolare necesită condi- 
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IABELUL 27 
Speciile din genul Mycoplasma, care se izolează de la animale 


Sediul în organism sau infecția, 


Specia Gazda receptivă naturală din care se izolează 
M. mycoides Taurine Peripneumonia conta- 
gioasá 
M. bovigenitalium Taurine Cazuri de sterilitate 
M. bovirhinis Taurine Epifit al căilor respira- 
torii; mamite, pneumonii 
M. laidlawii Taurine Cái genitale şi secrefii 
nazale 
M. agalactiae Ovine, caprine | Agalaxia contagioasă (rás- 
fugul alb) 
M. mycoides var. | Caprine Pleuropneumonia conta- 
caprae gioasă a caprelor 
M. hyorhinis Suine Poliartrite 
M. granularum Suine Artrite 
M. hyopneumoniae Suine Pneumonia enzootică 
M. hyogenitalium Suine Mamite 
M. kyoarthrinosa Suine Artrite 
M. gallisepticum Pásári Micoplasmoza respirato- 


rie aviară (MRA); sinu- 
zita curcanilor 


M. meleagridis Curci Aerosaculita 

M. synoviae Păsări Polisinovita infecțioasă 
M.spumans Infectii secundare in 

M. canis Canine jigodie 


M. maculosum 


tii de anaerobiozá; temperatură optimă este 36—38*C, 
pH 7,4. Se cultivă pe medii speciale, foarte variate ca 
mod de preparare și compoziție. Ca medii lichide, care 
corespund și tulpinilor mai exigente, Drăghici şi Un- 
gureanu (1972) recomandă bulionul și agarul PPLO 
(vezi pag. 250, 251). În vederea izolării, insamintarile se 
fac în cel mai scurt timp după moartea animalelor. Probele 
se transportă la laborator în termos cu gheaţă sau se intro- 
duc imediat după recoltare în medii de transport, cum este 
mediul Stuart (Csonka, citat Fallon, 1262) și astfel 
se expediază la laborator. Izolarea se poate face pe medii 
acelulare, pe embrion de găină sau pe culturi celulare. 
Însămânțarea pe medii acelulare se execută cu pipeta 
Pasteur introducindu-se o cantitate mai mare de mate- 
zal recoltat direct din proba de examinat sau din lichidul 
supernatant obținut după mojarare. Drăghici si col. 
(1972) obțin rezultate bune introducind în mediu lichid 
fragmente de organe recoltate steril (1 g la 5 ml mediu). 
Primele 2—3 transplantări se fac la interval de 6—7 zile, 
în medii selective, în momentul cind culoarea mediului vi- 
reazá spre acid. Fiecare pasaj se verifică prin insaminjari 
pe medii solide în cutii Petri. Timpul de dezvoltare în 
medii lichide este de 48—72 ore, iar pe medii solide de 
6—7 zile. Unele tulpini se dezvoltă bine în simbioza cu 
o tulpină de stafilococ (fenomenul de satelitism). ; 
1n medii lichide, micoplasmele supraviețuiesc în culturi 
10—12 zile la temperatura camerei, peste 3 saptamini la 
5°C și în jur de 3 luni la __20*C, iar liofilizate peste 
1 an, i ei 
„Izolarea pe embrion de găină se realizează prin inocu- 
lári a 0,2 ml din suspensie, pe cale intravitelinà la em- 
brioni de 6—7 zile. Confirmarea multiplicăru pe embrion 
se face prin reizolarea pe medii solide PPLO. | tele 
Pentru izolarea și cultivarea micoplasmelor in Spem 
celulare se folosesc în general culvuri celulare omoloase 
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speciei animale de la care se izolează tulpina de Myco- 
plasma. În urma multiplicari, unele tulpini produc efect 
citopatic, la altele însă multiplicarea nu este urmată de 
modificări celulare vizibile. Controlul prezenței micoplas- 
melor în culturi celulare se face prin însamînțări pe agar 


PPEO: 


Identificare 


Morfologie: micoplasmele sint polimorfe, ceea ce s-ar 
datora in parte faptului cà sint lipsite de perete celular. 
in frouuri din medii de cultură, se pot observa forme 
cocoide (0,3 microni diametru), forme bacilare (0,3—0,6 
microni lungime și 0,3 microni grosime), forme filamen- 
toase (40—50 și chiar 150. microni lungime) uneori rami- 
ficare. Formele morfologice diferite în culturi ar repre- 
zenta, după cum susțin majoritatea cercetătorilor, diferite 
etape în ciclul de multiplicare. Se admite că la micoplasme 
exista două tipuri de multiplicare: prin inmugurire și fi- 
siune binară (Drăghici și Ungureanu, 1972). For- 
mele filamentoase apar în cursul multiplicării prin înmu- 
gurire și sînt considerate ca etape obligatorii în faza pre- 
logaritmică de dezvoltare la diferite specii de micoplasme. 
Cu timpul pe traiectul filamentelor apar formaţiuni sfe- 
rice mai intens colorate, denumite corpusculi elementari, 
care persistă după dispariţia filamentelor si predomină 
în culturi* vechi ca forme sferice sau inelare ale micoplas- 
melor. Micoplasmele nu au cili. Sînt Gram negative, dar 
metoda Gram este neadecvatà, micoplasmele colorindu-se 
slab prin această tehnică. S-au propus numeroase metode 
de colorare; Drăghici și Ungureanu (1972) re- 
comandă metoda Giemsa după următoarea tehnică: fro- 
tul se fixează în fixator Bouin timp de 30 minute; se 
spală bine cu apă de robinet si se introduce pentru 60 
minute în soluție Giemsa proaspăt preparată (3 picături 
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la 2 ml apă distilată). După colorare, se spală gi se usucă. 


La examenul microscopic apar forme cocoide, inelare, fila- 
mentoase, colorate în albastru. 

Caractere culturale: medii lichide — deseori turbiditatea 
este foarte redusă și se observă greu; în acest caz, culti- 
varea se face pe medii care contin glucoză și indicator 
(roşu fenol), iar dezvoltarea se apreciază după modifica- 
rea culorii mediului. În cazul cultivării pe medii fară indi- 
cator, controlul se face prin transplantare pe medii solide. 
Medii solide — coloniile fiind mici, aspectul cultural se 
examinează la lupă sau microscop. La examenul microsco- 
pic al culturilor de micoplasme se pot deosebi trei tipuri 
de colonii: 


— colonii tip T (thin) — sint mici, cu diametrul de 
10—20 microni, ușor bombate, rotunde, dense, fara zona 
periferică; 


— colonii mijlocii, bombate cu centrul granular $i 0 
zonă marginală îngustă, abia vizibilă; după 6 zile de in- 
cubare pot ajunge la 100 microni diametru; 

— colonii butonate mamelonate — sînt mari, formate 
din două zone bine delimitate — una centrală opaca, 
densă si alta marginalá, mai transparenta. i 

Aspectul morfologic al coloniilor se poate controla prin: 
1. examenul la microscopul cu contrast de fază — în acest 
scop se secţionează cu O lamă de ras un strat subțire de agar 
cu colonia de examinat, se pune pe lamă, se acopera şt 
se presează ușor cu O lamelă, se examinează cu obiecti- 
vul 60. Această metoda relevă structura fin-granulară a co- 
loniilor; 2. colorarea cu acridin orange — se scoate un bloc 
de agar din zona în care se gásesc colonii caracteristice de 
aproximativ 1 cm? Și se așază pe o lamă cu partea pe 
care se găsesc coloniile lipită de sticla lamei. Lama sẹ 
introduce în poziție înclinată 45°, într-un pahar cu apa 
la 80*C şi se ridică brusc temperatura pinà spent de 

fierbere, După ce agarul se topeşte lama se spală uşor CU 
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apă distilată. Coloniile astfel fixate, se coloreaza 5 minute 
într-o soluție de 0,19/; acridin orange. La examenul micros- 
copic în lumină ultravioletă, coloniile prezinta o fluores- 
centà roşie strălucitoare; 3. examinarea coloniilor prin imu- 
nofluorescenta — în acest caz sînt necesare seruri fluo- 
recente speoitice. 

Caractere biochimice: pentru că o cultură de micoplas- 
mă izolată dintr-un material patologic poate conține ger- 
meni apartinind mai multor specii din genul Mycoplasma, 
este necesar să se determine puritatea culturii. În acest 
scop se examinează diferite caractere biochimice: 

— Activitatea enzimatică faţă de glucide si polialcooli 
(proba are o valoare diagnostica limitata pentru diferen- 
Werea speciilor, întrucît proprietățile zaharolitice ale tul- 
pinilor sint inconstante). 

— Proba hemolizei — unele tulpini cultivare pe geloza 
PPLO cu singe 5%/0 (stratul de mediu trebuie să fie subțire) 
la 37*C, produc în curs de 3 zile hemoliza de tip beta. 
Producția de hemolizine este condiţionată de mediu și de 
condiţiile de incubare. 

— Reducerea albastrului metilen. 

— Reducerea CTT (clorurii de trifenil tetrazolium). La 
100 ml mediu (lichid sau solid) se adaugă 0,5% clorură 
de trifenil tetrazolium. Cultura se examinează zilnic timp 
de 6 zile. Unele dau reacţii pozitive (roșu), altele nega- 
tive. 

— Testul cu beñzidina. Tulpinile se însămâînţează pe 
gelozá cu ser de calla care se adaugă 4% globule roşii 
de oaie și 0,01%/o soluție apoasă sterilă de benzidină. În 
cazul reacției pozitive coloniile apar colorare brun roscat. 

— Testul peroxidazei. 

— Testul pentru evidenţierea activităţii lipolitice. 

În tabelul nr. 28 sînt prezentate o parte din proprie 
tățile biochimice diferențiale între 6 din speciile mai im- 
portante ale genului Mycoplasma. 
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[ABELUL 28 


Proprietăţile biochimice la unele specii din genul Mycoplasma 


glucoză, zaha- 
roză, maltoză 
manozá, dex- 
trină, glicogen 


M. mycoides 
var. caprae 


lactozá, galac- | 


tozá, saliciná 
manitol, dul- 
citol 


| | Fermentare | E 
| o | | 
KE sel E 
| 9| | E 
| 9j IE 
pecia € | 2 |a 
ilu 1 uggi 3 
lo "ism uu 
El | | $922 
S| jg zs 
mix" Z á A | J 
a | + |— | glucoză, zaha- lactozá, xilozá |—| + |+ 
à roză, maltoză salicină, glicol | 
M. mycoides manozá, glico- manitol, dulci- | 
gen, dextrină, tol | 
amidon 
| | 
M. bovigeni- a e X b 
talium | | 
M. agalactiae| x | | - + 


M. hyorhinis 


M. gallisepti- 
cum 


Sensibilitatea faţă de factorii de mediu. 
de temperatură este diferită de la 
exemplu la 56°C unele specii rezistă 3 
razele ultraviolete omoară mice 


minute; 
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o specie la 


minute, 


Rezistenţa faja 
alta: 
altele 
plasmele în 3 ore 


de 
30 


la distanța de 30 cm de sursă, ultrasunetele le distrug în 
30 minute aproximativ 990/9. 

Antisepticele sînt active în următoarele concentraţii: 
formolul 1%o si fenolul 3%o omoară germenii în 24 ore, 
meritiolatul 1/100000 are o acțiune bactericidă, iar 
1/1000 000 bacteriostatica față de micoplasme. 

Sint rezistente față de sulfamide, față de unele antibio- 
tice (penicilină) si faţă de acetatul de thaliu, ceea ce a 
permis prepararea unor medii selective prin adăugarea 
substanţelor respective la mediu. Se folosesc curent medii 
cu penicilină 500—100 Ul/ml (inhibă bacteriile Gram-+ 
nesporulate) sau cu acetat de thaliu 1:4 000 (bacteriostatic 
față de bacterii sporulate aerobe și faţă de unele Gram 
negative). 

Testarea sensibilităţii micoplasmelor față de antibiotice 
se poate face prin metoda diluțiilor, în bulion PPLO, 
încorporarea antibioticelor sub formă de microcomprimate 
in agar, sau prin protecția embrionilor infectați cu diferite 
tulpini. 

Micoplasmele sînt sensibile la spiromicina, tetraciclina, 
oxitetraciclinà, cloramfenicol, neomicina, kanamicinā. 

Patogenitate: în condiții experimentale sînt în general 
patogene pentru specia animala de la care au fost izolate. 
Cu unele specii se poate reproduce mai uşor infecția expe- 
rimentală la șoareci și șobolani dacă se adaugă substanțe 
adjuvante ca talc, kiselgur, hidroxid de aluminiu sau 
adjuvant Freund. 

Unele specii posedă un echipament toxic — corpii mi- 
crobieni spálagi, concentrați și inoculafi intravenos sau 
intraperitoneal la șoareci acționează neurotoxic (T h o- 
mas, 1967, citat de Drăghici și Ungureanu, 
1972), 

Proprietăţi antigenice: identificarea micoplasmelor nu 
este posibilă fără diagnosticul serologic. În acest scop 
se pot folosi următoarele reacții: 
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seroaglutinarea pe lama — cu un antigen preparat 
dinte-o suspensie de germeni colorați cu roșu bengal; 

— aglutinarea pe lama cu sînge integral; 

— seroaglutinarea în tub — cu un antigen constituit 
dintr-o suspensie de germeni ajustată la turbiditatea tu- 
bului 2 din scara Mac Farland, menţinută 2 ore în baie 
de apă si peste noapte la frigider; 

— fixarea complementului; 

— inhibarea hemaglutinării, după tehnica aplicată í 
virusologie; 

— inhibarea hemadsorbției — globulele rogi de om și 
animale sînt adsorbite pe suprafața coloniilor de M. pnen- 
moniae, M. gallisepticum, M. bovigenitalium, M. agalac- 
tiae. Dupà un prealabil contact intre coloniile de mico- 
plasme si serul specific, hematiile nu mai sînt adsorbite. 
Reacţia se execută în godeurile unei plăci de plastic de 
tip Takarsy. Pe fundul godeurilor se repartizeazà o can- 

titate de 0,1 ml geloză PPLO. Mediul se Insaminteaza 
astfel ca după incubare să rezulte 5—20 colonii. Peste 
colonii se pun 0,025 ml ser specific (diferite diluții). Dupa 
/ 30 minute de contact la temperatura camerei se adaugă 
cite 0,025. ml suspensie de globule roșii 0,5%0 şi se incu- 
bează la 37°C timp de 30 minute. Apoi placa se spala 
într-o baie de apă fiziologică şi se examinează microscopic 
suprafața mediului din punct de vedere al cantităţii hema- 
ilor adsorbite. În cazul reacției pozitive de inhibare a 
hemadsorbtiei coloniile nu trebuie să fie acoperite de 
hematii; 

— imunodifuzie în gel; 

— inhibarea creșterii prin anticorpii specifici — pe 
suprafaţa agaruluj însămînţat se aplică rondele imbibate 
cu seruri (Clyde 1964, citat de Drăghici şi Um 
gureanu, 1972) sau acestea se introduc în godeuri. În 
cazul reacției pozitive dezvoltarea va fi inhibatà pe o 
anumită zonă in jurul rondelelor sau godeurilor cu ser. 
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Dintre toate reacțiile serologice, inhibarea creșterii prin 
anticorpi specifici pare a fi cea mai sensibilă. Este larg 
folosită pentru identificarea speciilor $i in determinarea 
anticorpilor din serul animalelor din focarele de boala. 

Confirmarea identificării tulpinilor izolate, ca find My- 
coplasma: mycoplasmele se pot confunda cu formele L. 
ale bacteriilor, prin aspeotul coloniilor cât și prin faptul 
că se cultivă pe medii cu penicilină. 

După Fallon (1969) confirmarea se bazeaza pe ur- 
matoarele criterii: 

— Morfologia coloniilor — se examinează microsco- 
pic direct sau în preparate efectuate după metodele amin- 
tte la caracterele culturale. 

— Imposibilitatea de a detașa coloniile de pe supra- 
fața mediului solid. Dacă se încearcă raclarea unei colo- 
nii cu ansa, centrul coloniei rămâne inclus în mediu. 

— Transplantarea pe medii fără antibiotice. Pe aceste 
medii, coloniile formelor L ale bacteriilor revin la forma 
normală. 

— Transplantări pe medii fără ser. Mycoplasma se dez- 
volti in general numai pe medii cu ser. 

— Inbibarea creșterii prin anticorpi specifici: proba se 
execută după tehnica indicată mai sus, dar este necesar 
ca în prealabil să se obţină culturi pure. În acest scop 
se însămânţează plăci cu culturi diluate astfel ca sa se 
dezvolte colonii izolate. Din acestea se transplantează cu 
pipera cîteva colonii în cite un mediu lichid (se aspiră 
colonia cu agarul respectiv). Din culturile obținute se fac 
din nou imprástieri pe medii solide în plăci. Se fac ast- 
fel 6—7 treceri. Este necesară această purificare în special 

pentru izolarea micoplasmelor, din caile respiratorii sau 
genito-urinare. 

Pentru identificarea speciei pe lîngă proba inhibiţiei 
creșterii se fac și celelalte examene ale caracterelor biochi- 
mice serologice, 
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ORDINUL RICKETTSIALES 


Microorganismele din ordinul Rickettsiales au o serie de 
caractere comune cu bacteriile cum sînt: forma, structura 
(au perete celular și corpi cromatici), conțin atit ADN 
At sí ARN, multiplicarea prin diviziune directă, prezența 
unui echipament enzimatice propriu, sensibilitatea față de 
sulfamide şi antibiotice. Se deosebesc de bacterii prin impo- 
sibilitatea cultivării pe medii inerte. Rickertsiile sînt, ca 
şi virusurile, parazite intracelulare obligatorii și se înmul- 
tesc numai in celula vie. Datorită acestor proprietăți pozi- 
tia lor taxonomică a fost multă vreme discutată, unii con- 
siderind cà fac parte din clasa Schizomycetes, alţii că sînt 
virusuri. În determinatorul Bergey 1957, rickettsiile 
sint grupate într-o clasă aparte: clasa Microtatobiotes în 
care sînt situate împreună cu virusurile. Deși în lucrarea 
de față ne-am ghidat aproape în exclusivitate după ma- 
nualul lui Bergey 1957, separarea rickertsiilor de viru- 
suri şi amplasarea lor în rîndul bacteriilor este astazi una- 
nim acceptată și o adoptăm fără rezerve. 


FAMILIA RICKETISIACEAE 


În această familie sint incluse rickettsile, care de regula 
se transmit prin gazde intermediare. 


Genul Coxiella 


Specia Coxiella burneti (Rickettsia burmeti) 


Gazde receptive si infecţii naturale: C. burneti este agentul 
etiologic al febrei Q (Query fever) întîlnire la om si animale. 
Æ om se manifestă ca o infecție febrilà, acutà, denumità 
şi tifos pulmonar, La animale febra Q poate evolua ina- 
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parent sau cu manifestări clinice diferite: la ovine — 
avort, la bovine — avort sau mamite, Se întîlneşte mai 
rar la porcine, solipede și carnasiere. Multe mamifere, pa- 
sări sălbatice, acarieni sînt purtători şi transmițatori. In- 
fectia se poate transmite prin numeroase specii de capusi, 
la care rickettsiile parazitează tubul digestiv şi se elimina 
prin fecale. La unele specii de căpuși se transmite trans- 
ovarian. În tara noastră au fost semnalați ca vectori ur- 
mătoarele artropode: Rhipicephalus sanguineus, Melopba- 
gus Ovinus, Hypobosca equina (Nestorescu, 1961). 
Coxiella burneti se poate transmite însă $i direct făra 
intermediul căpuşilor. 

Surse de izolare: avortoni, secreţii vaginale, lapte 
3—5 ml recoltat după spălarea ugerului cu apă și alcool de 
70%), placenta (recoltata la maximum 10 ore de la elimi- 
nare), artropode. 

Examen microscopic direct: în frotiurile din materialul 
patologic, colorate cu metoda Giemsa, Castaneda, Machia- 
vello, Stamp (vezi pag. 224) germenii se gasesc in numar 
mare intracitoplasmatic. 

Condiţii de cultivare şi conduita de izolare: se multi- 
plică numai în celula vie. Se cultivă curent pe ouă em- 
brionate (embrionii de 7 zile inoculaţi intravitelin, mor în 
4—5 zile). Cu rezultate bune se pot folosi şi culturile de 
celule (preparate din embrioni de găină de 4 zile). 

în vederea izolării, materialul suspect poate fi inocu- 
lat în prealabil la cobai intraperitoneal dacă materialul 
nu conține altă floră bacteriană și subcutan sau intramus- 
cular dacă este contaminat. În cazul placentei, se inocu- 
lează 0,5 g tesut cotiledonar cu adaos de penicilină 
(1 000—5 000 UI); în cazul artropodelor se folosesc circa 
50 exemplare, dezinfectate în baie de eter cu alcool, spă- 
late în apă distilată sterilă si după mojarare suspendate în 

10—15 ml bulion sau soluţie fiziologică. Se inoculează 
1—3 ml intraperitoneal după aseptizare cu penicilină. De 
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a cobaii în faza febrilă se recolteaza sînge din cord, cu 
se inoculează apoi embrionii. În cazul infecțiilor 
mortale, de la cadavrele proaspete de cobai, se recoltează 
în condiții sterile organe (de preferința splina), care moja 
rate şi suspendate în ser fiziologic pot de asemenea servi 


Care 


trecerii pe embrioni. 

Izolarea prin inocularea materialului patologic direct în 
sacul vitelin al embrionului de gaina este posibila numai 
în cazul materialelor necontaminate. Se inoculează la em- 
brionii de 7 zile şi obişnuit se fac 1—3 treceri oarbe după 
care germenii devin evidentiabili în frotiurile din sacul 


vitelin. 
Identificare 


Morfologie: formă cocoidă sau bacilară, de 0,25—1,5 

microni, uneori filamentoasă, dispus izolat sau grupat pe- 
' rechi sau în lanţuri scurte. 

Rezistenţa: în general germenul este rezistent. În stare 
uscata supraviețuiește cîțiva ani la temperatura camerei. 
Se conserva bine la —30% —70*C. Rezistă pînă la 30 
zile in carne; în lapte încălzit la 90°C rezista pînă la o 
oră. Rezistă 15 minute în formol 19/0, acid acetic 5% si 
5 minute în soda caustică 5%/0. Este sensibil la antibiotice 
din seria tetraciclinelor. 

Proprietăţi antigenice: în sîngele animalelor bolnave 
anticorpii apar după 4—20 zile de la infecţie şi se men- 
țin timp îndelungat (peste un an). Diagnosticul serologic 
se face prin REC cu antigen preparat din saci vitelini de 
embrioni, 

Patogenitate: se datoreste virulenţei. Experimental, in- 
fecta poate fi reprodusă la cobai (intraperitoneal, intra 
muscular, subcuran), iepure (onice cale), şoarece (intra 
nazal); animalul de elecție a rămas însă cobaiul. Inocu- 
larea subcutaná sau intradermică la această specie este 


191 


urmată de o reacţie inflamatorie locală, care se termină 
deseori cu moartea. 


Genul Ehrlichia 
Specii: E. canis, E. bovis, E. ovina 


Gazde receptive si infecția naturală: sint specii pato- 
gene pentru rumegătoare și alte specii la care produc mo- 
nocitoza rickettsiană intilnita în regiunile tropicale. Germe- 
nii se localizează în citoplasma monocitelor. Boala se 
transmite prin capusile Rhipicephalus sanguineus (E. ca- 
nis), Hyalomma sp. (E. bovis) și Rhipicephalus bursa (E. 
ovina). 

Condiţii de cultivare si izolare: nu s-a reușit izolarea 
şi cultivarea în afara organismului gazdelor natural re- 
ceptive. 


Identificare 


Morfologie: sint elemente elipsoidale, cu diametrul de 
0,2—0,3 microni; se găsesc intracitoplasmatic grupate în 
colonii în interiorul monocitelor circulante. Se colorează 
bine prin metoda Giemsa. 

Patogenitate: în condiţii experimentale, s-a putut re- 
produce infecția la gazdele natural receptive cu singe 
recoltat de la animalele bolnave. 


Genul Cowdria 
Specia C. ruminantium 


Gazda receptivă si infecția naturali: este agentul etio- 
logic al hidropericardirei (hearrwatter) la caprine, ovine 
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şi bovine, intllnità în sudul Africii. 
prin càpugile /xod;dae. 


oala se transmite 


Condiţii de cultivare $i izolare: nu există date privind 
cultivarea. 


Identificare 


Morfologie: mai frecvente sînt formele sferice sau eli- 
psoidale, mai rare cele bacilare. În celulele endoteliale ale 
animalelor bolnave formele cocoide au 0,2—0,5 microni 
diametru; la căpușe, predomină formele bacilare avînd 
0,4—0,5 microni lungime și 0,2—0,3 microni grosime. Se 
colorează cu Giemsa. Este Gram negativ. 

Patogenitate: în -condiții experimentale, boala se poate 
reproduce la capre prin inocularea sîngelui virulent intra- 
venos. Dintre animale mici este sensibil numai dihorul. 


FAMILIA CHLAMYDIACEAE 


Germenii din familia Chlamydiaceae se deosebesc de 
Rickettsiaceae printre alte caractere, prin absenţa vecto- 
rilor ca factori de transmitere a infecțiilor. 


Toate microorganismele apartinínd acestei familii sint 
încadrare într-un singur gen — Chlamydia. Ca denumire 
de uz curent se mai folosește pentru aceşti germeni și cea 
de „grupul psitacoză limfogranulomatozà-trahom*. 


Genul Chlamydia (Miyagawanella, Bedsonia, 
Pararickettsia) 


Caracterele comune ale genului constau în cultivabilita- 
es pe embrion, o structură comună antigenică, prezența 


&icogenului în microcoloniile intracitoplasmatice şi sensibi- 
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litatea la sulfadiazina de sodiu. Toate tulpinile, avînd chiar 
gazde diferite și producind boli diferite, sînt astazi incluse 
în 2 specii: Chlamydia trachomatis și Chlamydia psittaci. 
Prima specie cuprinde tulpinile care produc la om limfo- 
granulomatoza malignă (veneriană) și trahomul, iar cea de 
a 2-a tulpinile care produc îmbolnăviri la animale dintre 


care sînt bine definite ca entități morbide psittacoza sau 
ornitoza si avortul enzootic al ovinelor. 


Specia Chlamydia psittaci (ornithosis) 


Gazdă receptiva si infecția naturală. Microorganismele 
din această specie se izolează de la numeroase specii ani- 
male, rolul lor de agenţi etiologici ai unor îmbolnăviri 
nefiind totdeauna bine definit. Infecţiile cele mai impor- 
tante pentru patologia veterinară sînt ornitoza sau psit- 
tacoza, o zoonoza gravă intilnita la diferite specii de pa- 
sări (mai frecvent porumbei, rațe, păsări de apartament 
etc.) şi transmisibile la om și avortul enzootic sau para- 
rickettsian al ovinelor. 

Surse de izolare: în cazuri de ornitoză: lichid pericar- 
dic, saci aerieni, sînge, pulmoni cu leziuni, splină. În ca- 
zuri de avort enzootic la ovine: avortoni, învelitori fe- 
tale, secreții vaginale. 

Examen microscopic direct: in frotiurile din leziuni colo- 
rate prin metoda Stamp (vezi pag. 224) sint prezenți ger- 
meni grupaţi în colonii intracitoplasmatice. 

Condiţii de cultivare si conduita de izolare: germenii 
se cultivă în bune condiţii în ouă embrionare unde se 
dezvoltă în sacul vitelin. În vederea izolării, este reco- 
mandabilă instilarea intranazala la șoareci (mai ales în 
cazurile de avort enzootic la ovine). După moartea şoa- 
recilor, se recoltează pulmonii care pot fi utilizați fie 
pentru noi treceri, fie pentru inoculări la embrioni. 
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Te 


Identificare 


Morfologie: elemente corpusculare, avînd forma în ma- 
joritatea cazurilor ovală și dimensiuni de 200—350 mi- 
croni; sint slab acido-rezistente. Sint filtrabile. 

Structura antigenică: tulpinile aviare și ovine sînt apro- 
piate din punct de vedere antigenic. Reacţia cea mai sen- 
sibilă pentru diagnosticul serologic al infecțiilor cu Chla- 
mydia psittaci este REC. 

Patogenitate: animalul de electie este șoarecele tînăr, 
care inoculat pe cale intranazală face o pneumonie carac- 


teristica. În pulmonii șoarecilor morți se găsesc numeroși 
germeni. 


PARTEA 
|] 


METODE 
DE 
EXAMINARE 
SI 
IDENTIFICARE 


A 
BACTERIILOR 


MÁSURI DE PROTECTIA MUNCII 
iN LABORATORUL DE BACTERIOLOGIE 


in laboratorul de bacteriologie se impune respectarea 
anumitor norme de protecția muncii, pentru a se evita 
în primul rând, infecțiile accidentale de laborator, raspín- 
direa materialului infectat, după cum și accidente din 
cauza executării defectuoase a unor operaţii de pregătire 
şi manipulare a materialelor (autoclavarea, prepararea 
unor soluţii etc.). Pe baza normelor stabilite de ministerele 
de resort, fiecare instituție întocmește instrucțiuni locale 
detaliate care se prelucrează periodic şi se afişează la lo- 
curile de muncă. În principiu, se au în vedere următoarele 
reguli: 

— Lucrările de laborator se efectuează numai de perso- 
nal special instruit, echipar cu îmbrăcăminte de protecţie 
corespunzătoare, ce se poate spăla şi dezinfecta (halat, 
sort, bonetá și pentru anumite lucrări mască, ochelari, 
mănuși de cauciuc, cisme de cauciuc etc.). 

Pentru autopsie se recomandă folosirea în exclusivitate 
a instrumentelor, iar operaţiunile în care se impun ma- 
nipulări directe cu mâna trebuie executate sub protecția 
unor mănuși de cauciuc, Imediat după folosire, instrumen- 


199 


tele (pense, foarfeci, bisturie etc.) se sterilizează prin fier 
bere sau autoclavare și apoi se curăță. 


După executarea însămânțărilor este obligatorie ste 
rlizarea imediată a pipetelor Pasteur sau a anselor de 
insaminjare. Ansele se sterilizează prin încalzire la roșu în 
flacara și pipetele prin introducere în recipiente cu soluții 
dezinfectante (sublimat 1969 sau amestec sulfo-cromic pre- 
parat din 100 g bicromat de potasiu și 2000 ml apa 
peste care se adaugă picătură cu picătură 200 ml acid 
sulfuric tehnic). 

— Tuburile, 'cutiile Petri, placile etc. cu culturi micro- 
biene neutilizabile, se adună în găleți sanitare cu capac, 
se sterilizeaza prin autoclavare și abia apoi se spala. Ca- 
davrele sau alte materiale patologice se incinereaza. Cînd 
nu exista această posibilitate, ridicarea și trimiterea lor 
la ecarisaj trebuie facuta cu grija de a nu împrăștia ma- 
rerialul infecțios. Cadavrele animalelor mici de laborator 
pot fi în prealabil sterilizate prin autoclavare. 

— Este interzis sa se mănînce, să se fumeze, în încă- 
perile unde se lucrează cu material infectat. Personalul 
trebuie sa se spele pe mâini după executarea lucrărilor si 
apoi sa se dezinfecteze cu alcool sau cînd se impune o 
dezinfecție mai severă, cu soluţie de HgCl, 1%o. În timpul 
lucrului se evita atingerea cu mâna a feţei, părului etc. 

În cazul cînd se produc contaminări accidentale în la- 
borator, se iau primele măsuri de ajutor si anume (după 
Linsert, 1970): 

— Dacă materialul infectat ajunge în gură: nu se în- 
ghite, ci se eliminá imediat, se clătește gura cu apă si 
apoi se face gargara cu permanganat de potasiu 0,1%, 
apă oxigenată 19/9 sau soluţie de tincturà de iod (5 pica: 
turi la un pahar apă). Apoi se cláteste cu apă, repe 
tíndu-se de mai multe ori timp de cîteva ore. Dacă, acci 
dental, materialul a fost înghiţit, se clăteşte bine gura cu 
apă, apoi cu soluție proaspatá de permanganat de potasiu 
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0.1% si se iau produse care conţin acid clorhidric (de ex.: 
HCl N/10, pepsina). 

in cazul când materialul infectat ajunge în ochi, 
se evită frecarea, se spală sacul conjunctival abundent cu 
apă de mai multe ori, apoi se fac instilari cu colire anti 
septice, de ex., penicilină 20 U.L./ sau unguente cu antibio 
tice — penicilină, tetracicliná (reverin), soluție de azotat 
de argint 1%o. 

— În cazul rănirilor produse de animalele de experiența 
prin mușcătură sau zgíriere sau în urma manipulării ne- 
indeminatice a unor instrumente, se lasă rana sa sîngereze 
bine, se badijonează cu tinctură de iod sau se aplica 
pulberi, unguente, soluţii cu sulfamide sau antibiotice. 

— În infecţii accidentale mai periculoase cu material 
ce contine agenţii etiologic! ai antraxului, turbării, teta- 
nosului, rănile se cauterizează cu precauţie, cu acid azo- 
tic fumans si se apelează imediat la medic. 

În afara pericolului infectării, personalul din laborator 
trebuie bine instruit în privința manipulării aparaturii, 
cât si a unor chimicale (de ex.: sticlele cu eter se vor fine 
bine închise și departe de flacără, sau pentru diluarea 
acidului sulfuric se toarnă acidul încet în apă și nu invers). 
Pentru a evita accidentele în timpul manipularii unor apa- 
rate (autoclavul, centrifuga etc.) pe lîngă faptul cà aces- 
tea se vor încredința unui personal bine instruit, este ne- 


cesar să se afișeze în dreptul aparatelor respective şi mo- 
dul de funcționare. 


METODE DE STERILIZARE 


În majoritatea cazurilor, o primă condiţie pe care tre 
buie s-o îndeplinească materialele folosite pentru exami- 
narea, cultivarea, manipularea si păstrarea în laborator 
a diferitelor microorganisme este sterilitatea. Operaţiunea 
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prin care este asigurată această condiție se numește steri- 
lizare. Ea constă în distrugerea sau îndepărtarea microor- 
ganismelor dintr-un spațiu sau de pe o suprafața data 

Sterilizarea se face cu ajutorul agenţilor fizici sau chi. 
mici. 


STERILIZAREA PRIN AGENTI FIZICI 


Căldura uscată sau umedă este unul din cei mai im- 
portanti factori sterilizanți. 


STERILIZAREA PRIN CĂLDURĂ USCATĂ 


Sterilizarea prin flambare. Este cea mai simpla metoda 
de sterilizare, care constă în trecerea obiectului respectiv 
prin flacără timp de cîteva secunde, o dară sau de mai 
multe ori, la intervale scurte (3—4 secunde). 

Flambarea se foloseşte pentru sterilizarea pipetelor Pas- 
teur (suprafața exterioară), a gurii tuburilor și diferitelor 

lacoane şi sticle în care urmează să se însămînțeze sau 
din care să se recolteze material microbian. 

Sterilizarea prin încălzire la roșu. Această metodă 
constă în ţinerea unui obiect metalic mai mult timp la 
flacără, pîna la înroșirea acestuia. Această metodă 
folosită pentru sterilizarea firului metalic al ansei de 
sămînțare, precum și à spatulelor. 

Sterilizarea cu aer cald. În acest scop, se folosesc cup- 
toare metalice cu aer cald, variate ca modele de construc- 
tie si denumiri (cuptor Pasteur, etuvà, sterilizator Pou- 
pinel, cuptor Arnold), încălzite electric, care principial nu 
diferă de un cuptor obișnuit, 


este 
A 
1 


N=- 
LA 


Prin aer încălzit se sterilizează sticlària de laborator 
(eprubete, fiole, cutii Petri, pipere, mojare etc.). 
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Obiectele destinate sterilizării trebuie să fie spălate și 
uscate, Apoi, sînt pregătite pentru sterilizare astfel: pla- 
cle Petri, mojarele cu pistil se înfășoară în hirtie; epru- 
berele, fiolele, țeava pentru pipete Pasteur se astupă cu do- 


puri de vatà; pipetele gradate se astupă, la extremitatea 
prin care se aspiră, cu vata și se invelesc în hîrtie. Ma- 
terialele sînt ţinute la sterilizat piná ce hirtia alba în care 
sînt împachetate capătă, sub acțiunea caldurii, o culoare 
brună. Colorarea hirtiei constituie o indicație sigură că 
sterilizarea a fost bine făcută; de aceea nu este nevoie de 
ali indicatori de temperatură. Temperatura sterilizantă 
este de 180°C. 


STERILIZAREA PRIN CĂLDURĂ UMEDĂ 


Sterilizarea prin fierbere. În acest scop, se folosesc ste- 
rilizatoare electrice sau încălzite cu bec de gaz ori cu 
lampă de spirt. Prin fierbere se sterilizează de regula 
instrumentele metalice (pense, foarfece, bisturie), precum 
şi seringile. Pentru protejarea instrumentelor metalice de 
acţiunea nocivă a unor săruri din apa de robinet se re- 
comandă fierberea în apă distilată, la care se poate adăuga 
borax, care împiedică ruginirea. Adăugarea boraxului sau 
a carbonatului de sodiu ridică totodatá punctul de fier- 
bere al apei. Durata fierberii trebuie să fie de 30 minute. 
Fierberea nu este o metodă de sterilizare completă, deoa- 
rece temperatura de 100*C, sub formă de căldură umedă, 
nu distruge totdeauna toţi sporii bacterieni, De aceea nu 
se folosește decît atunci cînd nu se cer condiţii riguroase 
de sterilitate, iar obiectele sterilizate prin fierbere nu pot 
fi întrebuințate decît imediat după sterilizare. 

Sterilizarea prin vapori de apă sub presiune (autocla- 
varea), Autoclavarea este o metodă de sterilizare cu vapor! 


de apă sub presiune. Aparatul necesar pentru aceasta me 
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toda este autoclavul Chamberland care poate fi construit 
după diferite modele și dimensiuni. În principiu, este un 
cazan cu pereții groși care se poate închide ermetic cu un 
capac care se fixeaza în buloane. Cazanul este prevăzut 
cu un orificiu sau două prin care comunică cu un robinet, 
un manometru şi o supapă de siguranţă. În interior, se in- 
troduce apă pînă la un anumit nivel. Încălzirea se poate 
face electric sau cu bec de gaz. 

Modul de funcționare: după introducerea materialului de 
sterilizat, se fixeaza capacul cu buloane, se încălzește lă- 
sînd robinetul deschis până cînd jetul de vapori devine con- 
tinuu. În acest moment, se închide robinetul și se continuă 
încălzirea pînă cînd manometrul indică presiunea necesară, 
apoi se micșorează flacăra, pentru a se menţine presiunea 
constantă timpul necesar. O sterilizare eficientă, care asi- 
gură distrugerea celulelor vegetative și a sporilor, se reali- 
zează în intervale care sînt în funcţie de următoarele pre- 
siuni și temperaturi: 

— la 0,5 atmosfere (112°C) — 90 minute; 

— la 1,0 atmosfere (120°C) — 30 minute; 

— la 2,0 atmosfere (134°C) — 10 minute. 

Obisnuit se practică sterilizarea prin autoclavare la o 
atmosfera (120*C) timp de 30 minute. 

După terminarea sterilizării se închide flacăra, se lasă să 
scada presiunea şi apoi se deschide aparatul. Nu trebuie ne- 
glijat acest amănunt pentru că în caz contrar se pot pro- 
duce accidente datorita diferenței bruște de presiune. 

Autoclavarea se indică pentru sterilizarea mediilor de 
cultură, a obiectelor sau aparatelor prevăzute cu garnituri 
de cauciuc (de ex.: baloane pentru recoltat sînge, filtre bac- 
teriologice), a culturilor vechi care nu mai sînt necesare. 

Sterilizarea prin încălzire fracționată sau tindalizare. 
Această metodă, preconizată de Tyndall în 1877, se 
utilizează în cazul cînd substanţele de sterilizat au un 
grad de termolabilitate, denaturindu-se printr-o încălzire 
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la 120°C. Asemenea materiale sint diferite medii de cul- 
turi cu substanţe hidrocarbonate sau cu substanțe proteice 
macromoleculare (mediile cu ou, serul coagulat). Sterili- 
zarea fracționată se face la temperatura care este supor- 
tata de materialele respective. Astfel, mediile cu zaharuri 
se tindalizeaza la 100*C, serul coagulat sau mediile cu ou 
se tindalizează la 70—80*C. Cînd materialele suportă 
temperatura de 100?C, tindalizarea se execută de regula în 
autoclav. În acest caz, capacul nu se strînge cu buloane, 
iar robinetul rămâne tot timpul deschis. Materialele se ste- 
rlizeazà în vapori de apă la presiune normală. In cazu- 
rile când temperatura de 100°C nu este suportată de ma- 
rerialele de sterilizat, tindalizarea va fi facuta la tempe- 
ratura suportată în băi de apă, sau în cazul mediilor de 
cultură, care necesită și un proces de coagulare, in apa- 
rate speciale — coagulatoare. 

Sterilizarea fracționată constă în încălzirea la tempe- 
ratura respectivă a materialelor de sterilizat timp de 
30—60 minute, la interval de 24 ore, de trei ori conse- 
cutiv. În prima zi de încălzire, se distrug formele vegeta- 
tive ale bacteriilor, iar sporii rezistă. Aceștia se trans- 
formă după 24 ore de incubație la 37°C în forme vege- 
tative, care vor fi distruse prin încălzire a doua zi. În- 
călzirea de a treia zi se face pentru a asigura sterilizarea, 
distrugând ultimele forme vegetative rezultate din ger- 
minarea sporilor care au mai ramas si dupà a doua încăl- 
zire. În intervalele dintre încălziri, mediile se tin la ter- 
mostat (37?C) sau la temperatura camerei (18—25%C). 


STERILIZAREA PRIN RAZE ULTRAVIOLETE 
Radiațiile cu lungimi de undă între 2540—2800 au etec- 


A A à 
tul germicid cel mai puternic: Razele ultraviolete sint no 
cive pentru formele vegetative ale bacteriilor distrugin- 
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du-le, au însă o acțiune mai redusă asupra sporilor. In 
mod curent, în laboratoarele de bacteriologie, lampile cu 
raze ultraviolete se folosesc pentru iradierea boxelor ste- 


rile. 
FILTRAREA 


Pentru sterilizarea substanţelor ce se modifică sub ac- 
punea căldurii, se folosește filtrarea (o metodă mecanică 
de sterilizare), care constă în trecerea unui lichid prin pe- 
regi poroși ai unui filtru. Filtrarea nu este o metodă per- 
fecti de sterilizare deoarece microbii cu dimensiuni foarte 
mici cum sînt virusurile si chiar unele bacterii (mico- 
plasme, rickettsii) pot traversa pereţii filtrelor. 

in lucrările de bacteriologie se folosesc diferite tipuri 
de filtre deosebite prin materialul din care sînt confec- 
tionate. În cadrul fiecărui tip se folosesc diferite notări, 
în funcţie de dimensiunile porilor: 

1. Filtrele Chamberland, din porțelan poros, se notează 
cu litera L urmată de o cifră L4, Lo etc., dimensiunea po- 
rilor fiind invers proporțională cu numărul. 

2. Filtrele Berkefeld, din pămînt de infuzorii, se no- 
teazá cu literele W (Wenig) V (Viel), N (normal), cele 
notate cu W au porii cei mai mici, iar cele cu V porii cei 
mai mari. 

3. Plăcile filtrante de asbest pentru filtrele Seitz se no- 
teazá cu EK, EK; şi EK}. Filtrele EK4 rețin bacteriile, 
EK, rețin si virusurile mai mari. 

4. Filtrele de sticlă se notează cu litera G urmată de o 
cifră, cele notate cu Gs rețin bacteriile. 

5. Membranele filtrante. Se pot confecpiona din diverse 
materiale cum sînt colodiul, celuloza, gelatina, iar în ul- 
timul timp diferite mase plastice. Membranele filtrante 
au utilizări, în special, în virusologie si în toate impre- 
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Fig. 7 — Film Seitz: 


a — placa filtrantá; b — armătura me- 
talică constituită dintr-o piesă superioară 
si una inferioară; c — sită metalică 


jurările în care sînt necesari pori foarte mici (5—3 000 
milimicroni). 

Trecerea lichidelor de sterilizat prin porii filtrului se 
face prin aspirație cu o pompá de vid. În acest scop, fil- 
trele se adaptează la un balon Kitasato, care se pune în 
legătură cu o pompă de vid prin intermediul unui tub de 
cauciuc. Aparatul de filtrare constituit din balon plus fil- 
tru se sterilizează în prealabil prin autoclavare, după ce 
tubul lateral al balonului s-a astupat cu vată, s-a impa- 
chetat în hîrtie, iar filtrul s-a învelit de asemenea cu hîr- 
tie. În momentul întrebuințării, aparatul se adaptează la 
pompa de vid, filtrul se umecteazà cu apă distilată sau 
ser fiziologic, se toarnă materialul de filtrat în pilnie si se 
realizează vidul necesar (25—30 mm mercur). 

După folosire, aparatul de filtrare se sterilizează prin 
autoclavare. În cazul filtrelor Seitz sau al membranelor 
filtrante, după sterilizare, pilnia în care sint fixate se 
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Agenti sterilizanti chimici de uz curent 


TABELUL 29 


T. nos 
crt, | Denumirea substanţei Scopul în care este folosită 
1 | Solufie de clorură | a) Dezinfectia meselor şi altor categorii 
mercurică (subli- de mobilier, de sticlă, faianță, lavă, 
mat corosiv) 1/09 material plastic etc. 
b) dezinfecfii mai riguroase ale míinilor 
2 | Solutie de bicro- Dezinfectia pipetelor intrebiunfate 
.. | matde potasiu 5 76 
_3 | Alcool medicinal Dezinfectia curentá a miinilor 
4 | Alcool etilic 70? 
5 | Formol-solufie co-| a) Dezinfectia obiectelor din sticlá, faianfá, 
mercialá 40 96 lavă, metal, de laborator (in conc. de 5%) 
b) dezinfectia grajdurilor, curților, obiec- 
telor în diferite infecții bacteriene și 
virotice, sol. 5%. 
c) inactivitatea culturilor microbiene în vede- 
uel rea preparárii unor vaccinuri(conc.0,1—2 95) 
6 | Fenol (acid fenic) | a) Dezinfectia diferitelor obiecte din sti- 
clá, porfelan, metal etc. (sol. 5 96) 
dese b) conservarea serurilor imune (conc. 0,5%) 
.7 | Tinctura de iod Dezinfecfia locurilor de punctie 
.8 | Apa oxigenată Dezinfectia mucoaselor 
9 | Solufie de perman- Deziufectarea mucoaselor 
ganat de potasiu 
0,1% 
10 | Acid acetic 1% Dezinfectarea pipetelor și lamelor în A 
: laboratoarele care se ocupá cu studiul 
TE germenilor din genul Leptospira S 
11 | Hidroxid de sodiu | a) Dezinfecfia mobilierului, dușumele- 
(soda causticá) lor, custilor de animale (conc. 3%) 
b) Dezinfectia adáposturilor de animale $i 
à a curților în caz de epizootii (conc. 3%) _ 
12 | Cloramina a) Dezinfectia mîinilor (sol. 1%) 
b) Dezinfectia meselor de laborator, 
y custilor de animale (conc. 5%) 
13 | Clorura de var — Dezinfecfia curentă a grajdurilor ——— 
14.| Diferifi detergenti | a) Dezinfecfia miinilor (sol. 0,1 96) E 
b) Spălarea sticlárici 
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PLANSA | — Bacterii Gram negative : 


1 Escherichia coli, colorafie Gram, 


frotiu din culturá; 2 Salmonella . SS 
coloratie Gram, frotiu din cultură; 3—4 Proteus vulgaris, frotiuri din cultură > 
rafic Gram; 4 — colorafie Casares Gil; 5—6 — Pasteurella animalium S trotiu 
cultură, colorafie Gram; 6 frotiu din organ de pasăre, colorafie cu albastru de met 
7 Actinobacillus mallei, coloratie Gram, frotiu din cultură; $ Ictinobacillus lignieres 
colorafíc Gram, frotiu din cultură: 9 Brucella abortus, coloratie Gram, frotiu din cultură 
10 5phaerophorus necrophorus, colorafie Gram, frotiu din cultură: 77 Vibrio fet 


coloratie Gram, frotiu din cultură 


demontează, se îndepărtează plăcile sau membranele fil- 


trante, iar piesele se spală cu apă caldă și săpun. După 
uscare, se montează o placă sau o membrană noua filtrantă. 
Filtrele dde sticlă recuperează prin spălare într-un amestec 
de soluții concentrate de acid sulfuric și acid azotic, ur- 
mată de spălare cu apa distilata. Filtrele de sticlă se pot 
steriliza prin autoclavare sau în aer cald. 


STERILIZAREA PRIN AGENTI CHIMICI 


Pentru sterilizarea prin agenti chimici se folosește cu- 
rent termenul de dezinfectie. Această metoda se practică 
în laboratoarele de microbiologie pentru sterilizarea ma- 
terialelor și obiectelor întrebuințate sau infectate acciden- 
tal (tabelul 29). Niciodată nu se va utiliza pentru sterili- 
zarea materialelor (instrumente, medii) destinate cultivării 
sau manipularii microbilor. | æ 


$ 


f 


NORME GENERALE PRIVIND RECOLTAREA, 
PĂSTRAREA SI TRANSPORTUL DIFERITELOR 
MATERIALE PATOLOGICE ÎN VEDEREA 
EXAMENULUI MICR OBIOLOGIC 


Materialele si produsele care se expediază la laborator 
pentru diferite examene microbiologice sânt: 

animale în viaja (mai ales cînd este vorba de specii 
mici), care prezintă simptomele unei boli microbiene; 

— cadavre de animale (tot în cazul speciilor mici); 

— diferite produse patologice recoltate de la animale 
în timpul vieţii (secrerii, excreții); 

— produse patologice, după cum si organe recoltate de 
la cadavre; 

— frotiuri; 

— probe de sînge pentru reacţii serologice, 
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Indiferent de natura materialului și de scopul exame- 
nului, pentru recoltare, ambalare, expediere, păstrare (dacă 
este cazul), respectarea unmătoarelor norme de lucru, este 
obligatorie: 

— Cadavrele, produsele patologice sau organele recol- 
tate de la cadavre trebuie să fie expediate la laborator 
în cel mai scurt timp dupa moarte, întrucât începerea 
proceselor de putrefacție creează întotdeauna dificultăți în 
diagnosticul bacteriologic și uneori îl fac chiar imposibil, 
datorită prezenţei florei bacteriene de putrefacție. 

— Recoltarea trebuie să fie executată în așa fel încît 
materialul sá fie cit mai puţin expus infectarii cu germeni 
din mediul ambiant. 

? — În cazul cînd prelucrarea nu se poate face din ca- 
davre sau organe proaspete, sau cînd transportul durează 
un timp mai îndelungat, este obligatorie asigurarea unei 
temperaturi scăzute (în jur de O?C) pentru materialele 
respective, ceea ce se realizează prin frigidere, lăzi izoter- 
me, termose etc., în care materialele se păstrează sau se 
transportă la gheaţă. În cazul materialelor patologice pro- 
venind din infecții virotice, în afara temperaturii scăzute 
este necesară și folosirea a diferite lichide conservante; se 
recomanda îndeosebi o soluție de 5%, de glicerină în ser 
fiziologic. 

t — Ambalarea materialelor patologice în vederea trans- 
portului la laborator trebuie astfel făcută încît să asigure 
o cît mai strictă etangeitate, pentru a se evita împrăştie- 
rea permenilor. În acest scop, cadavrele sau organele, du- 
pă ce în prealabil se învelesc în pînză îmbibată cu o so- 
lugie dezinfectantă (sublimat 0,1% sau acid fenic 3%), 
se ambalează în ládite, care se închid ermetic. 

| — Probele pentru examenul bacteorologic, indiferent 

v de natura materialului, trebuie să fie însoţite de note ana- 
mnetice cît mai explicite și mai detaliate din partea medi- 
cului, privind evoluţia bolii, situaţia epizootologicà, des- 
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crierea leziunilor etc. sau, mai bine-zis, toate datele care 
pot ajuta la stabilirea unui diagnostic bacteriologic. 
(A __ Probele de sânge pentru serodiagnostic trebuie sa fie 


recoltate în condiții cât mai sterile și să aibă serul bine 
exprimat. În acest scop, se recomandă ca probele recolta- 
te să se fina mai întîi la căldură (20—37?C) timp de 
1—2 ore, după care se introduc la frigider sau în lazi i- 
zoterme. Probele la care nu s-au produs retractarea chea- 
gului si exprimarea serului sint improprii pentru executarea 
reacţiilor serologice. 

Materialul care trebuie trimis pentru examen bacterio- 
logic depinde de specia microbiană a cărei prezenţă este 
bănuită sau pentru care este necesar să se obțină un rezul- 
tat din partea laboratorului. 

Detaliile privind recoltarea, ambalarea $i expedierea or- 
ganelor şi produselor patologice în vederea examenului de 
laborator formează obiectul anexei 1 la instrucţiunile de 
aplicare a decretului nr.167/1955 privind organizarea apă- 
rării sănătăţii animalelor. Obligativitatea respectării pre- 
yara: acestor instrucțiuni are, prin urmare, caracter 

e lege. 


TEHNICA EXAMINĂRII CARACTERELOR 
MORFOLOGICE SI TINCTORIALE 
ALE BACTERIILOR 


EXAMENUL MICROSCOPIC 


Celula bacteriană, date fiind dimensiunile ei, nu poate 
fi văzută cu ochii liberi, ci numai cu ajutorul aparatelor 
optice amplificatoare. În vederea examenului microscopic, 
bacteriile! pot fi examinate în stare vie, într-o suspensie 
în ser fiziologic, practică mai rar folosită si numai în 
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împrejurări speciale, sau pe frotiuri fixate și colorate după 
diferite tehnici, practică folosită în mod curent. 

Pentru examenul microscopic curent al bacteriilor in 
frotiuri, secțiuni, ca și în stare vie între lamă și lamelă 
se folosește microscopul fotonic. Examinarea se face numai 
cu obiectivul de imersie. Datorită dimensiunilor lor, bac- 
teriile nu pot fi vizionate în condiții satisfacatoare cu 
obiectivele uscate. Pentru examinarea unui frotiu cu obi- 
ectivul de imersie se procedeaza astfel: 

— Se așază lama pe platina microscopului și se fi- 
xează cu cavalerul în așa fel încît locul unde a fost eta- 
lat materialul microbian să fie situat în dreptul lentilei 
frontale a obiectivului. : 

— Se ridică 'condensatorul la maxim. 

— Se stabileşte luminozitatea maximă a cîmpului cu aju- 
torul unuia din obiectivele uscate. 

<- — Se depune o picătură de oleu de cedru pe frotiu. 

— Se coboară încet tubul microscopului, folosind viza 
macrometrică pînă cînd obiectivul de imersie se cufundă 
în oleu si atinge suprafaţa lamei. Coborírea tubului se 
face privind lateral, cu multă grijă, ferindu-se de o izbire 
brutală a lentilei de suprafaţa lamei, întrucît lentila fron- 
tală a obiectivului de imersie se D rancorcdzs foarte uşor. 

Privind prin lentila ocular, se ridică tubul micro- 
scopului cu ajutorul vizei macrometrice, foarte încet pînă 
la apariția imaginii, care se pune apoi la punct cu viza 
micrometrică. 

— În tot timpul observaţiei microscopice, se reglează 
claritatea imaginii cu viza micrometrică. 

După terminarea observaţiei, se ridică întîi tubul micro- 
scopului cu. viza macrometrică la o distanță de 2—3 cm 
de lamă, se scoate lama de pe platină şi se şterge obiectu- 
vul de imersie cu pulpa degetului sau cu o dirpá moale, 
ușor „umectată cu xilol sau cloroform. La ştergerea lenni» 
lelor, trebuie sá se aibà în vedere cà excesul de xilol : 
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PLANSA Il — Coci: 


me Staphylococcus pyogenes, colora(ie Gram; 1 — frotiu din cultură in bulion; 
2 i frotiu din cultură pe agar; 3—4 — Sarcina lutea, colorație Gram; 3 — frotiu din cultura 
pi bulion 4 — frotiu din cultură pe agar; 5—6 — Streptococcus equi, coloratie Gram; 
5 — frotiu din cultură în bulion cu ser; 6 — frotiu din cultură pe agar cu ser; 7—8 — Di 


Plococeus pneumoniae; 7 — frotiu din cultură în bulion cu ser, coloratie Gram; 8 — frotiu din 


organ, colorafie Giemsa | 


putea dizolva balsamul de Canada cu care este fixată len- 
ula frontală a obiectivului. 


Ca medii de imersie pot fi folosite diverse lichide al 
căror indice de refracție este cît mai apropiat de cel al 
sticlei (n—1,5). Cel mai des se utilizează oleul de cedru 
(n—1,515), apoi benzoatul de metil (n—1,517), parafina 
lichida (n—1,47), oleul de riain, glicerina etc. 

Pentru oleul de imersie se folosesc sticluge speciale, for- 
mate din două recipiente: unul mai mic în care se pune 
oleul, altul mai mare în care se introduce xilol sau toluol. 


EXAMENUL BACTERIILOR ÎN STARE VIE 


Examenul între lamă si lamelă: pe o lama se pune o 
picătură dintr-o cultură bacteriană lichidă sau se execută 
o suspensie slab opalescenta în apa fiziologică din ger- 
meni raclați cu ansa dintr-o cultura pe mediu solid, se 
acoperă Suspensia cu o lamelă gi se examinează imediat 
la microscop. 

Această metoda se foloseşte în special pentru examenul 

? leptospirelor din culturi. Întrucît aceste bacterii sînt extrem 
de subțiri, pentru vizionarea lor trebuie folosit un micro- 
scop la care se adaptează un condensator cardioid, iar 
examenul se face în cîmp întunecat. Mediul de imersie 
este glicerina, care trebuie să fie depusă atît între lama 
și condensator, cât si între lamelà si lentila obiectivului 
de imersie. În mod curent, examenul leprospirelor în cîmp 
întunecat este posibil și cu obiective mai mici, în care caz 
nu este necesară depunerea lichidului de imersie pe lamelà. 

Pentru examenul altor bacterii nu este necesar conden- 
satorul cardioid, nici cîmp întunecat, dar se recomandă 
reglarea unei luminozitiy discrete a cimpului microscopic. 
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renun quum nnd 


Examenul in picătură suspendată: pe 0 lamelă, se 'de- 
pune o picătură de ser fiziologic în care se suspendă ger- 
menii de examinat, 

Lamela se răstoarnă printr-o mișcare rapidă, în așa fel 
ca picătura de suspensie să nu se prelingă ŞI, se depune pe 
o lamă excavată; picătura suspendată trebuie să fie dea- 
supra godeului, iar manipularea preparatului trebuie fá- 
cută în aşa fel ca picătura să nu se prelingă și să nu a- 
junga în contact cu pereţii godeului. Se examinează ime- 
diat la microscop. 

Att examenul între lamă si lamelă, cit $i ce] în pică- 


tură suspendată, se folosesc pentru punerea în evidență 


a mobilităţii bacteriilor ciliate. 
Sin executarea examenului bacteriilor în stare vie tre- 
buie respectate următoarele reguli: 

— Cind se execută suspensia trebuie avut grijă ca lama 
şi pipera sau firul metalic al acului de însămințare să fie 
bine răcite, pentru a nu omori germenii prin căldură. 

— Examenul microscopic trebuie fácut cit mai rapid 


dupá depunerea culturii pe lamă sau executarea suspensie 
pentru a nu $e usca. 


EXAMENUL BACTERIILOR IN FROTIURI COLORATE 
TEHNICA EXECUTĂRII FROTIULUI 


În vederea examinării, bacteriile sînt depuse pe o lamă. 
Operaţiunea de întindere a materialului bacterian pe lamă 
este denumită fn mod curent. „executarea unui frotu“, ter- 
menul de frotiu fiind utilizat pentru desemnarea lamei cu 
material microbian etalat pe suprafața ei. 

Materialele din care se execută frotiul sînt, de regula, 
diferite organe sau lichide patologice, recoltate de la ani- 
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male in viaja sau de la cadavre, precum şi culturi bacte- 


riene. 

Pregătirea lamei se face controlind ca lama sa fie per- 
fect curată, apoi se face degresarea acesteia prin pâstrare 
în alcool sau treceri consecutive prin flacăra becului de 


vaz de aproximativ 60 de ori, în aga fel încît ambele fețe 
să fie flambate la fiecare trecere pe toată suprafaţa lor. 

Executarea frotiului din organe gi materiale patologice 
lichide. Se pot folosi mai multe procedee $1 anume: 


— Prin metoda impresiunilor (amprentelor) potrivit 
căreia se face înrfi o secțiune a organului, apoi se aplică 
lama pe suprafața de secțiune, fără a executa nici o miş- 
care suplimentară, în asa fel încît pe suprafaţa lamei să 
rămână impresiunea (amprenta) suprafeţei de secțiune a 
organului. 

&— Prin ştergere (cu suprafața de secțiune a organului 
aplicată pe lamă se face o mişcare de ștergere). 

9— Prin strivire între două lame: metodă care este fo- 
losită pentru executarea frotiurilor din leziuni de tip no- 
dular, cum sînt cele produse de bacilul tuberculozei şi 
constă în depunerea unui nodul pe suprafaţa unei lame 
urmată de compresarea acestuia cu ajutorul altei lame. 

é— Prin depunere cu pipeta Pasteur sau cu ansa: me- 
toda care se foloseşte în cazul organelor foarte bogate in 
sînge sau a materialelor patologice lichide sau vîscoase 

(lichid pleural, exsudate, puroi etc.). Se aspiră din organ 

cu pipeta Pasteur materialul patologic sau acesta se re- 

colteaza cu ochiul ansei de insaminyare, după care se de- 
pune și se întinde pe lamă. 

„Pentru evitarea contaminării în timpul executării fro- 

tiurilor din organe este necesar ca executantul să nu se 

murdărească atingindu-se de organe, iar marginile fro- 
tului să nu atingă marginea lamei. 
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Indiferent de metoda aplicată, pentru a obține imagini 
microscopice clare este de dorit ca frotiurile sa fie cît mai 
subțiri. 

Pipeta Pasteur şi acul de insamintare sint instrumentele 
cu care În mod curent se manipulează materialul microbian. 

Acul de insamintare este format dintr-o tija metalica, 
avind la o extremitate un míner, confecţionat dintr-un 
material rău conducător de căldură si la cealaltă extre- 
mitate un fir metalic de preferință din platina. Extremi- 
tatea liberă a firului metalic poate fi dreaptă (ac drept) 
Sau răsucită în asa fel încît să formeze un ochi cu dia- 
metrul reglabil. În acest caz, pentru acul de însămînțare 
se folosesc şi termenii de ansă sau oeza. De regulă se uti- 
lizează un och; cu diametrul de 2—3 mm. Grosimea fi- 
rului metalic depinde de specia bacteriană pe care o ma- 

nipulăm mai frecvent. Firele cel mai des folosire au dia- 
metrele: 0,1—0,2 mm; 0,3—0,06 mm şi 1—1,5 mm. În 
unele cazuri, sînt folosite fire metalice mai groase, avînd 
extremitatea laţită sub forma unei spatule (ac spatulat). 

Pipeta Pasteur se confecționează din ţeavă de sticlă 
fuzibila astfel: ţeava se secționează cu o pilă în bucăţi 
de aproximativ 40 cm lungime și fiecare bucată se astupă 
la ambele extremităţi cu dopuri de vară. Fragmentele de 
țeavă se sterilizează prin căldură uscată, în cuptor Pas- 
teur, la 180*C, timp de o oră. Din fiecare bucată se trag 
la o flacără puternică cîte 2 pipete Pasteur. 


M (7. Executarea frotiului din culturi. Se procedează în fe- 
/ — lul urmator: 


— Din culturi în medii lichide se ia o picătură de cul- 
tură, fie cu un ac de însămînqare, fie cu o pipeta Pas- 
teur și se depune fin mijlocul lamei. Lichidul este apoi 
întins într-un strat uniform mai subțire sau maj gros, după 
densitatea probabilă a bacteriilor din lichidul de examinat. 

— Din culturile pe medii solide frotiul se face punind 
in prealabil pe lamă o picătură de soluție cloruro-sodici 
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PLANSA III — Bacili Gram pozitivi nesporulati : 


, , 
ker LA cb ta insidiosa, colorafie Gram; 4 — frotiu din cultura; 2 trotiu din 
Pri, pei Au onor ytogenes, coloraţie Gron, [rotiu din cultură; 4 Cor vnebacterium 
y dE Ad rati sram frotiu din cultură; 5 ü Corynebacterium equt, coloratie Gram: 
tiu din cultură în bulion; 6 frotiu din cultură pe agar; 2 — Corynebacterium 
renale, coloratie Gram, frotiu din cultură; 8—9 Actinomyces bovis, coloratie Gram; 
8 — frotiu din puroi; Y — frotiu din cultură; 10—11 Mycobacterium tuberculosis viu 
avium, coloratie Ziehl-Neelsen; 10 frotiu din cultura; ZZ frotiu din organ 


izotonică sau apă de robinet după care materialul bacte- 
rian recoltat cu ansa se depune în picătura respectivă, 
executindu-se o suspensie ușor opalescentă. 

Din culturi în profunzimea mediilor solide frotiul se 
execută la fel, materialul microbian recoltindu-se fie cu 
acul de însămînțare, fie cu pipeta Pasteur, la care se adap- 
tează în prealabil un tub de cauciuc, prin care se aspiră 
în asa fel ca cel ce recoltează materialul să poată vedea 
felul în care manipulează pipeta în profunzimea mediului. 
Acest procedeu este necesar pentru a putea recolta mate- 
rialul microbian din coloniile izolate care se găsesc în di- 
ferite puncte ale mediului și se utilizează mai ales pentru 
executarea frotiurilor din culturi în geloza Veillon. 

După executarea frotiurilor, în funcţie de metoda de 

colorare utilizată, ele se fixează sau rămîn nefixate în ca- 
zul prezenţei substanţei fixatoare în soluția colorantă (de 
ex., metoda Giemsa). 
e. Fixarea frotiului are ca scop realizarea unei adeziuni a 
germenilor de suprafața lamelor, pentru a nu fi spalati de 
diferite soluții folosite pentru colorare. Fixarea frotiului 
nu se face decît după uscarea acestuia. Frotiurile umede 
nu trebuie fixate, datorită faptului cà agenții fixatori pot 
produce modificari ale formei bacteriilor. Există mult- 
ple procedee de fixare, fiind utilizate în mod curent ur- 
matoarele: 

Fixarea prin căldură (tehnica lui Koch) se face trecînd 
frotiul uscat de trei ori prin flacăra unui bec de gaz sau 
a unei lămpi de alcool cu faga opusă celei pe care este 
întins materialul microbian. Trecerea nu se face nici prea 


repede, nici prea încet, ci „cu viteza cu care se taie plinea 
cu un cuţit“ (este expresia consacrată prin uzaj). 

Fixarea prin alcool flambare se face punind pe frotiul 
uscat 1—2 picături de alcool etilic ori metilic sau din so- 
lupa de alcool-acetonă, care se găsește în bateria cu co- 
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Fig. 8 — Timpii de executare a frotiului din culturi: 
4 — etalarea; b — uscarea; c — fixarea 


loranţi, direct peste materialul microbian întins, apoi se 
aprinde cu becul de gaz sau cu un chibrit, alcoolul arzînd 
în cîteva secunde. 

Fixarea cu lichide fixatoare (alcoolul etilic, amestecul 
de alcool etilic și eter, alcoolul metilic) se face acoperind 
frotiul cu câteva picături dintr-unul din aceste lichide și 
lasindu-se pina la evaporarea totală a acestuia. 


METODE DE COLORARE A CELULELOR VEGETATIVE 
ÎN FROTIURI 
Colorarea simplă cu albastru de metilen. Se face cu 


soluția de albastru de metilen Löffler. Această soluție se 
prepară din: 
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albastru de metilen crist. j 


Í g 


fenol pur crist. (lichefiat) . í i à à 2 m] 
alcool 969 i $ i j 10 ml 
apă distilată . i ` i í , i j 100 ml 


Se mojarează substanța colorantă si se amestecă cu al- 
cool. Se adaugă fenolul și o parte din apa distilată, apoi 
se toarnă într-o sticlă cu dop șlefuit. Se spală mojarul cu 
restul de apă si se adaugă în sticlă. Se tine sticla timp 
de 24 de ore la 37*C, apoi se filtrează și se poate utiliza. 

Tehnica de colorare: frotiul fixat și răcit se acoperă cu 
soluția colorantă, care se tine 2—5 minute, după care co- 
lorantul se varsă, frotiul se spala biffe cu apă si se usucă. 

Pentru uscarea frotiurilor este bine să se folosească hír- 
ta de filtru sau sugativa și nu încălzirea la becul de gaz 
pentru a evita formarea precipitatelor de colorant. 

Rezultatul colorării: bacteriile apar colorate în albastru 
uniform. Această metodă permite și observarea unor par- 
ticularități morfologice ale bacteriilor cum ar fi capsula, 
ce se colorează în roz pal, sau sporul, care apare sub for- 
ma unei vacuole. 

Metodele complexe de colorare, pe lîngă caracterele 
morfologice arătate anterior, ne dau încă un indiciu foar- 
te prețios pentru identificarea genurilor si speciilor bac- 
teriene şi anume afinitatea tinctorială a germenilor exa- 
minat. 

Prin afinitate tinctorialá se înţelege capacitatea dife- 
rită a bacteriilor de a fixa și a reține anumiţi coloranți 
chiar în condiţiile spălării cu diverse soluții decolorante. 

Dintre metodele complexe cele mai mult folosite sint: 

Colorarea dupá metoda Gram. Metoda a fost imaginată 
de Gra m în anul 1884./ 

Soluţii necesare: violet de genjiana, Lugol 
și fucsiná diluatá. 


, alcool-acetona 
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— Soluţia de violet de genfiana are următoarea com 
poziție: 


— violet de gengiana pulvis . i j 1g 
— fenol pur crist. (lichefiat) . ; ; 2 ml 
— alcool 969 " i i i i i à ; 10 ml 
— apá distilatá . . | i y ; i 100 ml 


Violetul de genfiana se amestecă cu alcool într-un mo- 
jar. Se adaugă apa distilată în care s-a dizolvat în prea- 
labil fenolul, se omogenizează bine, se lasă pînă a doua 
zi şi se filtreaza. 

— Solutia Lugol are rol de mordant și se prepara ast- 
fel: 2 g iodură de potasiu și 1 g iod metalic, se amestecă 
cu citiva ml apă distilată. Se agita sticla pînă la comple- 
ta dizolvare a celor două substanțe $i apoi se adaugă apa 
pînă la completarea volumului de 300 ml. Soluția se poate 
păstra ani de zile. 

— Soluţia de alcool-acetonà este un lichid decolorant 
constituit din 3 volume alcool etilic de 96? și un volum 
acetona. 

— Solutia de fucsină diluatá 1/10 are următoarea com- 
poziție: 

— soluţia de fucsină Ziehl . : ; . : 10 ml 
— apă distilată . ; ; : : : : 90 ml 


Tebnica colorării: frotiul uscat gi fixat se acoperă cu 
“violet de genfiana sau cu cristal violet, se ține un minut, 
după care soluţia se vansă. 

— Frotiul se acoperă cu soluția Lugol, care se pne 
tot un minut, apoi se varsă; în cazul frotiurilor mai 
groase sau al celor din organe ori lichide organice, sau 
în cazul folosirii unei soluții de cristal violet care preci- 
pitá cu ușurință, frotiul poate fi spălat cu apă după văr- 
sarea violetului de gentiana. | 

— Frotiul se spală cu alcool-acetonà un timp care vwa- 
riază în raport cu grosimea frotiului și natura germenu- 
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lui. Justa apreciere a timpului de spalare cu alcool-ace- 
tonă se capătă prin practică. Este timpul cel mai sen- 
sibil al tehnicii ide colorare, care cauzează majoritatea 


erorilor. 

— După vărsarea soluției de alcool-acetonă, frotiul 
spală bine cu apă. 

— Frotiul se acoperă cu soluția de fucsină diluata, 
care se tine 10—30 secunde. Colorantul se varsa, frotiul 
se spală bine cu apă, se usuca și poate fi examinat. 

Rezultatul colorării: în urma colorarii prin metoda 
Gram, germenii aparţinind unor specii bacteriene apar 
colorați in albastru-violet, iar germenii aparținind altor 
specii bacteriene apar colorați în roșu. Modul diferit de 
colorare a germenilor prin această metodă se explică prin 
aceea că unele specii bacteriene fixează violetul de gen- 
uana în aga fel încît nu sînt decolorare de soluția de 
alcool-acetonă, iar alte specii bacteriene nu au capaci- 
tatea de a reţine violetul de gentiana sub acţiunea deco- 
lorantă a soluției de alcool-acetonă. Capacitatea de a re- 
fine sau nu violetul de gențiana sub acțiunea alcool-ace- 
tonei se datorește compoziției chimice diferite a peretelui 
celular. 

Bacteriile care se colorează în albastru-violet prin me- 
toda Gram sînt denumite Gram pozitive, iar cele colo- 
rate în roșu, Gram negative. Denumirea de colorant Gram 


Y 
Á 


este utilizată pentru soluția de violet de genfiana. Gram 


pozitivitatea este deci capacitatea de reținere a violetului 
de gențiana, gramnegativitatea indică lipsa acestei pro- 
prietáti. Ultimul timp al colorării (recolorarea cu fucsina 
diluatá) este necesar punerii în evidență a bacteriilor 
Gram negative, Metoda Gram, „după tehnica descrisă mai 
sus, este denumită în unele cărți de tehnică bacteriolo- 
pica și metoda Gram dublu. In acest caz, prin metoda 
Gram simplu se înțelege o metodà care merge pînă la 
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decolorarea cu alcool-acetonă, neutilizind fucsina diluată 
pentru recolorarea bacteriilor Gram negative. 

Printre bacteriile Gram pozitive există diferențe în ce 
privește capacitatea reţinerii violetului de genţiana în 
urma tratării cu alcool-acetonă. Există bacterii care se 
decolorează greu și altele care se decolorează ușor. Pen- 
tru acestea din urmă se folosește și termenul de Gram 
labile. Grampozitivitatea este influențată și de vîrsta ger- 
menilor. În culturile vechi numeroase bacterii Gram po- 
zitive devin mai ușor decolorabile sub acţiunea soluției 
de alcool-acetonă. DB 


Colorarea bacteriilor acido-rezistente prin metoda 
Ziehl-Neelsen. Bacteriile acido-rezistente, cum este bacilul 
tuberculozei, datorită unei anumite structuri chimice, se 
coloreazà mai greu prin metoda Gram, folosindu-se pen- 
tru aceastà grupa de germeni metoda Ziehl-Neelsen. 


Soluţii necesare: soluţia de fucsină Ziehl; soluția de 
acid sulfuric; soluția de albastru de metilen. 


Solutia de fucsină Ziehl are următoarea compoziție: 


— soluție alcoolică saturată de fucsină bazică (8—9 g 
substanță la 100 ml alcool) . = : : 10 ml 
— apă distilată fenicatá 594 . : ; . —100 ml 


Soluţia se filtreaza 51 poate fi păstrată ani de zile. 
— Soluția de acid sulfuric în proporție de 1 g la 4 g 


M . . o 
apă. În mod practic, o astfel de soluţie se obține ameste- 
cînd 11 ml acid sulfuric cu 81 ml apa. Amestecul se 
face adăugînd acidul sulfuric, picătură cu picătură in 
apă, Și nu invers. 

— Soluția de albastru de metilen Löffler este identică 
cu cea folosită și la colorarea simplă cu albastru de me- 
tilen, 

Tehnica colorării: frotiul uscat gi fixat se acoperă cu 
soluția de fucsinà Ziehl; frotiul se pune pe o platina de 
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încălzit si se încălzește cu flacăra becului de gaz pînă la 
apariția vaporilor; se menţine în felul acesta sub emisiu 


nea continuă de vapori timp de 5 minute. În timpul în- 


călzirii, trebuie să se aiba în vedere ca încălzirea să nu 
provoace fierberea colorantului pe lamă și ca pe mă- 
sura evaporării acestuia sa se adauge fucsină Ziehl, în 
asa fel ca frotiul să fie în permanenţă acoperit cu colo- 
rant; atit fierberea cît și uscarea frotiului în timpul co- 
lorării provoacă precipitarea colorantului. După 5 minute 
colorantul se. varsa. 

— Frotiul se spala cu acid sulfuric, care are rol de 
decolorant; durata decolorării este în funcție de grosimea 
frouului. Se recomanda repetarea decolorarii pînă cînd 
acidul sulfuric nu se mai colorează în galben, iar pe fro- 
iu nu se mai observă colorant. După decolorare, frotiul 
se spală bine cu apă. Apoi se acoperă frotiul cu albastru 
de metilen Löffler, care se fine timp de 1 minut, după 
care se varsă si se spală bine frotiul cu apă. Se usucă și 
poate fi examinat. 

Rezultatul colorárü: la examenul frotiului, germenii 
se pot prezenta fie colorați în roşu, fie colorați in albas- 
tru, în funcţie de specia bacteriană căreia îi aparțin. Spe- 
cule care prin această metoda se colorează în roșu se 
caracterizeaza prin rezistență față de acțiunea decolo- 
rantă a acidului sulfuric. Aceste specii sînt denumite aci- 
do-rezistente. Speciile bacteriene care apar colorate în 
albastru nu rezistă la acțiunea decolorantá a acidului sul- 
furic, ele sînt denumite neacido-rezistente, Acido-rezistența 
unor specii se datorește structurii chimice a peretelui ce- 
lular bogat în lipoizi, care nu permit pătrunderea acidu- 
lui sulfuric și exercitarea acțiunii lui decolorante. Tot da- 
toritą: acestei structuri chimice, colorantii pătrund greu 
în celulele bacteriene, Din această cauză, speciile acido- 
rezistente nu se colorează prin metoda Gram obişnuită. În 
metoda Ziehl-Neelsen, pătrunderea colorantului este po- 
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sibila datorită concentraţiei mari a soluției de fucsină 
Ziehl şi acţiunii căldurii. 

Acidorezistenga sau neacidorezistenga germenilor con- 
stituie un criteriu preţios pentru stabilirea unui diagnostic 
bacteriologic la fel ca și grampozitivitatea sau gramnega- 
tivitatea. | 

Colorarea în roşu sau albastru a germenilor, comuna atít 
metodei Gram cît si metodei Ziehl-Neelsen, nu trebuie 
să ducă la confuzii lin interpretarea rezultatelor, fiecare 
din metode punind în evidenţa o altă proprietate. 


Pentru bacteriile cu un grad mai redus de acidorezis- 
tenga se folosesc diferite soluții decolorante mai puţin ac- 
tive în comparaţie cu soluția de acid sulfuric folosită în 
metoda Ziehl, cum sînt: acid sulfuric 1%, (Fey şi col., 
1954), acid sulfuric 20% (Pier si col., 1958), acid clor- 


hidric 3% (Hillermark, 1960) sau acid sulfuric 50/, 
(Wielfuhr, 1961). 


Astfel, pentru colorarea nocardiilor se recomandă me- 
toda Ziehl-Neelsen, modificată în sensul unei decolorări 
ump de 5 minute cu acid sulfuric 19/,. 

Pe același principiu se bazează și colorarea rickettsiilor 
prin metoda Stamp. 
€ Coloratia Stamp pentru rickettsii. Soluţii necesare: 

Solutia de fucsina Ziehl, diluatá extempore 1/5, soluția 
de acid sulfuric 0,0500, soluția apoasă de verde de mala- 
chit 29/9. 

Tehnica de colorare: frotiul uscat si fixat la flacără se 


colorează cu fucsină Ziehl, diluată 1/5, timp ide 8—10 mi- 
nute, 


Se spală apoi cu apă de robinet si se decoloreazi cu 
acid sulfuric 0,05% timp de 2—3 secunde pinà l 
PERDIOTaEe a frotiului, Decolorarea se recomandă să fie 
acută într- ah: 'eeagl s le id 
M 1 tr un pahar Borrel, Aceeaşi soluție de acid sul 
uric poate servi pentru 50—100 frotiuri. 


a usoara 
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Bacili Gram pozitivi sporulati și bacterii 


anthracis; 1 marginea unei colonii examinate c 
gar, coloratie Gram; 4 frotiu din organ, colorație € 
n,coloratie Gram ; =ü Clostridium totant, Tt 

oloratie cu verde de malachit; 4 ) | 
lostridium f Í n 


n perfrin 
ratie Gram, frotiu din cultură; 11 


in cultură l1 
Leptospira, colora 


v] 


Se spală apoi la un jet de apă ȘI se colorează 20—40 
secunde cu soluție de verde de malachit. 
După recolorare se spala din nou la un jet de apă, se 
usucă ŞI se examineaza. 
Rezultat: rickettsiile apar colorate în roşu intens, iar 
celulele, proteinele tisulare și eventualele Bacterii, în verde 
pal. 
Colorarea leptospirelor prin metoda de impregnare ar- 
gentică Fontana-Tribondeau. Este o metodă specială pen- 
tru colorarea leptospirelor, care constă (n impregnarea 
argentica a germenilor. 

Soluțiile necesare sint: lichidul Ruge, soluția mordanta 
şi soluția Fontana. 


Lichidul Ruge: 


ormalina pt e e 2 ml 
== acid, acetic glacial >; 1 ml 
e apa -distilata —-. — 100 ml 
Soluţia mordantá: 
="acid tanic SEARS 5g 
IE feno c. 7 5s 1g 
me apă: distilată .... . . 100 ml 
Soluţia argenticá Fontana: 
E azotat de argint. . . 5g 
X cepiwdsulatas o fOO ml 


La 80 ml din soluția argentică Fontana se adaugă solu- 
luţie concentrată de amoniac, picătură cu picătură. Se 
formează un precipitat brun, dens. Se adaugă amoniacul 
pina ce precipitatul se dizolvă si amestecul devine lim- 
pede. La acest amestec, se adaugă iar picătură cu picătură 
soluția de nitrat de argint 5%, pînă când soluția devine 
uşor opalescentă. Astfel pregávita, soluţia poate fi păs- 
trata 1—2 luni. 

Tehnica de colorare: frotiul uscat se acoperă cu lichi- 
dul Ruge pentru fixare si se lasă astfel 5 minute, după 
care se repetà fixarea de 2— 3 ori; se spalà cu alcool; se 


225 


acoperă lama cu soluția mordantă și se încălzeşte pina la 
apariţia vaporilor; se spală cu apă; se acoperă frouul cu 
soluția argentică Fontana; se încălzește la flacara pînă la 
apariţia vaporilor timp de 20—30 secunde (pina ce frotiul 
ia un aspect metalic brun); se poate repeta impregnatia 
cu soluția argenvică de 2—3 ori; se spală cu apa distilata; 
se usucă și se examinează cu obiectivul de imersie. 

Rezultatul colorării: leptospirele apar colorate în brun- 
negru, iar fondul în galben. 


© Metode de colorare a brucelelor. Metoda selectivă re- 
"comandată de O.MS.,. cu fucsină. Această metodi se 


aplică mai ales pentru colorarea brucelelor din materia- 
le patologice. 

Soluţii necesare: soluţie de fucsină diluata 1/10; solu- 
tie de acid acetic 0,5%0; soluție de albastru de metilen 19/5. 

Tehnica de colorare: frotiul se colorează timp de 1 mi- 
nut cu soluția de fucsină diluată; se face diferenţierea timp 
de 30 secunde cu soluția de acid acetic; se spală frotiul 
prin acoperirea lamei cu apă distilată timp de 1—3 mi- 
nute; se colorează cu albastru de metilen timp de 30 se- 
cunde; se spală cu apă distilată și se usucă. 

Rezultatul colorării: germenii din genul Brucella se co- 
lorează în roşu aprins, iar germenii apartinind altor ge- 
nuri şi specii se colorează în albastru. 

€ Metoda Koster. A fost preconizată de experţii de la 
F.A.O.—O.M.S. pentru punerea în evidență a brucelelor 
în produse patologice (în special în frotiuri din cotiledoa- 
nele placentare). 

Soluţii necesare: soluţie de safranină, soluție de acid 
sulfuric și albastru de metilen. 


— Soluția de safranină: 
— safraniná, soluție saturată. . . . .2 părți 
— soluție normală de NaOH . . . .5 părți 
Soluţiile se amestecă în momentul folosirii. 
— Acid sulfuric 0,104 
— Albastru de metilen fenolat (vezi pag. 219) 
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Tebnica colorării: 


MESS a e 2. 31-5. ^ f Chit 


— se spala cu apa 
— se acoperă cu soluție acid sulfuric .. 10—20 secunde 
— Se spală 5, pe 


OA ONEC > 


— se recoltează cu albastru de metilen..2—3 secunde. 


METODE DE COLORARE A SPORULUI 


Colorarea cu verde de malachit (Schaeffer si Ful- 
to n). Soluţii necesare: 


— soluția de verde de malachit 59/ 
— soluția de safranină 0,5%/ sau soluția de fucsină diluată. 


Tehnica de colorare: frotiul uscat și fixat se acoperă cu 
soluția de verde de malachit si lama se încălzeşte la fla- 
cara, ţinându-se sub emisie de vapori timp de 3 minute. 
Ca si în cazul celorlalte colorari la cald trebuie să se com- 
pleteze colorantul pe masura ce se evaporă și să nu se 


supraincálzeascá lama, pentru a nu ajunge la fierberea co- 
lorantului. 


Se spală apoi frotiul cu apă, se colorează cu safranină 
sau fucsină, se spală din nou, se usucă și se examinează. 


Rezultatul colorării: sporii apar colorați ín verde, iar 
formele vegetative în roșu. 


8 Colorarea cu fucsină (după Hansen). Soluţii nece- 


sare: fucsină (vezi pag. 222), acid acetic 50/0, albastru 
de metilen. 


Tehnica: fucsina se încălzeşte pînă la emisie de vapori 
şi se menţine 5 minute. Se decoloreazà. cu acid acetic pînă 
cînd frotiul devine roz, se spală cu apă, se recolorează cu 
albastru de metilen, se spală, se usucă. 
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METODE DE COLORARE A CAPSULEI 


Metoda Giemsa. Soluţii necesare: soluția Giemsa. 
Pentru prepararea soluției sînt necesare: 


- azur II eoziná 3 g 
— A NE oT. s 0,8 g 
== glicenna=chimic pură 279-550 14028 
— alcool metilic chimic pur . . .375 g 


Soluţia se prepară astfel: se încălzește glicerina la 60*C, 
se adaugă cele două substanțe colorante, care trebuie să 
fie perfect uscate și pulverizate, amestecul se agită bine 
pîna la dizolvarea completă a pulberilor, se încălzește 
amestecul din nou la 60?C si se adaugă apoi alcoolul me- 
tlic, se agită puţin si, după 24 de ore la temperatura ca- 
merei, amestecul se filtrează prin hîrtie de filtru. 

Tehnica colorării: frotiurile uscate, dar nefixate prin 
flacără sau alcool-flambare, se acoperă cu soluția Giemsa 
în strat subţire, numarind picăturile depuse pe lama. 

Dupa 30—60 secunde, fără a varsa soluţia Giemsa, se 
adaugă picătură cu picătură (apa distilată sau bidisuilară 
în proporție egală sau de două ori în raport cu volumul 
de colorant iniţial. Inclinind lama într-o parte si alta se 
amestecă cît mai bine soluția Giemsa cu apă distilată. Du- 
pa amestecarea cu apă distilată, soluția se lasă timp de 
3—5 minute, apoi se varsă, se spală bine, se usucă şi se 

examinează la microscop. 

Capsula se colorează în diferite nuanţe de roz-violet, 
iar corpul bacterian într-un violet mai închis. De multe 


ori capsula nu se colorează diferențiat de corpul bacte-/ 


rian ŞI În aceste cazuri prezenţa capsulei se deduce după | 


mărimea diametrului transversal al germenului capsulat, ll 


mult mai mare decît al celulei bacteriene fără capsulă. Pen- 
tru a putea diferenția mai bine capsula de corpul bacte- 
rian, trebuie folosită tot timpul observaţiei viza micro- 
metrică, 


228 


e 


a Colorarea simplă cu albastru de toluidină. Solutia necesa- 
ră: albastru de toluidină. 


— Soluţia are următoarea compoziţie: 


. albastru. dé toluidină o... 7v. 0,5. g 
— alcool etilic de 969 ; ; , . . 10- ml 
— acid fenic : 38 


— api distilată sterilă pina la . . 100 ml 

Tebnica colorării: frotiul fixat prin flacara sau alcool- 
flambare, se acoperă cu soluție de albastru de toluidină 
care se lasă pe lamă ump de 1—2 minute, se varsă, se 
spală, se usucă și urmeaza sa fie examinat. 


Rezultatul colorării: capsula apare colorată în roz și cor- 
pul bacterian în albastru. 


e Colorarea simplă cu albastru de metilen. Colorarea cu 
albastru de metilen permite și punerea în evidență a 


capsulei, care se colorează în roz pal, iar corpul bacterian 
în albastru. 


e  Colorarea negativă cu tuş de China. Soluțiile necesare: 
tuş de China; soluţie de albastru de metilen Löffler. 


Tebnica colorării: pe o lamă se pune o picătură de ser 
fiziologic în care se face o suspensie din germenii de exa- 
minat, alături se depune o picătură de tuș de China; dupa 
ce s-a obţinut suspensia dorită, se amestecă cu tușul de 
China şi se omogenizează bine. 


Din amestecul de suspensie bacteriană si tug de China 
cu ajutorul unei lame șlefuite se fac mai multe frotiuri 
după tehnica executării frotiurilor din sînge. 


Frotiunile se colorează timp de 1—2 minute cu soluție 
de albastru de metilen Lóffler; se varsă soluția de albastru 
de metilen, se spală cu apă, se usucă. 


Rezultatul colorării: la examenul microscopic se observă 
TS e ^ 

un fond negru, pe care bacilii apar colorați in albastru, 

între fond și corpul bacterian observindu-se o zonă clara, 
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necoloratà, care corespunde spațiului ocupat de capsulă. 
Datorită faptului că prin această metodă capsula nu se 
coloreazà si se deduce existenta ei prin prezența unui spa- 
viu clar, această metodă este denumită $1 colorarea nega- 
tiva a capsulei: este o metodă indirectă de punere în evi- 
dență a capsulei. 

Dintre metodele expuse se poate considera colorarea cu 
soluția Giemsa, ca metoda devenită clasică. Metodele sim- 
ple cu albastru de metilen și albastru de toluidină dau re- 
zultate foárte bune numai în cazul frotiurilor executate 
din organe scurt timp după moarte. Metoda de colora- 
re negativă se aplică pentru punerea în evidență a cap- 
sulei germenilor din specia Clostridium perfringens şi a 
germenilor capsulati din culturi. 


METODE DE COLORARE A CILILOR 


e Colorarea după metoda Casares Gill. . 
Soluţii necesare: o soluție mordantá si fucsină Ziehl. 


Prepararea. soluţiilor: soluţia mordantă se prepară ast- 
fel: într-un mojar se dizolvă 10 g tanin si 18 g clorură 
de aluminiu hidratată în 33 m] alcool de 70%. Într-un alt 
mojar, se dizolvă 10 g clorură de zinc $1 1,5 g fucsină ba- 
zică, în 10 ml apă distilată. Cele două soluții se ameste- 
că, vărsînd picătură cu picătură cea de a doua soluție în 
prima. Solutia mordantá poate fi păstrată ani de zile la 
rece și întuneric. 

Tehnica colorării: pe o lamă bine curàt 
se pune o picătură de ser fiziologic în c 
pensia de germeni, omogenizind încet, pentru a nu des- 
prinde cilii care sînt foarte fragili. Apoi se lasă să se usu- 
ce. În vederea obţinerii unor imagini mai clare se reco- 
mandă suspendarea germenilor în apă distilată si ținerea 
lor la 37*C timp de aproximativ 2 ore înainte de execu- 


ată şi degresată 
are se execută sus- 
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zarea frotiului. Se acoperă frotiul cu soluția mordantă di- 
: luată în felul următor: o parte mordant pentru patru 
5 părți apă distilată; amestecul se agită bine și se trece prin 
X hirtie de filtru, filtratul fiind depus direct pe lama. Mor- 
E dantul rămîne pe lamă pînă ce pe suprafața sa apare un 
luciu metalic, apoi se varsă. Frotiul inca umed se acope- 

d rá cu soluția de fucsina Ziehl care se lasă 1—2 minute, 
à se varsă, se spală cu apă, se usucă şi se examinează, 
= Rezultatul colorării: corpii bacterieni apar colorați în 
e roşu, iar cilii în roz pal. 
= ? Colorarea prin metoda Leifson: 
- Soluţiile necesare: fucsină bazică (soluție 1,2% în 959/, 
a alcool etilic), soluție acid tanic (3% în apă disulată) si 
soluție clorură de sodiu (1,5%/0). Ultimele două soluții să 
fie lipsite de orice impuritate. Soluţia stoc se face ames- 
tecind cantități egale din cele trei ingrediente și se pas- 
trează la frigider. 

lebnica: se acoperă frotiul cu 1 ml din soluția colo- 
ranta şi se lasă 5—15 minute (depinde de vechimea so- 
lugiei si temperatura laboratorului). În acest timp se for- 
meaza precipitate din cauza evaporării alcoolului. Cînd 
precipitatele schimbă culoarea, colorantul se îndepărtează 
prin spălare. După spălare se usucă la aer. 

Rezultat: cilii se colorează în roz sau roşu si corpul 
bacteriei poate fi necolorat sau colorat roz pal. 


E = a 
2 =) > 


REA DIMENSIUNILOR BACTERIILOR 


7 | Pentru aprecierea dimensiunilor bacteriilor se pot fo- 
a losi mai multe metode: 


r Metoda comparárii cu elemente de dimensiuni cunos- 
4 cute. De regulá, compararea se face cu eritrocite, al cáror 
^ diametru este de 7,7—8 microni. Se amestecă în acest 
T: scop matenial bacterian cu o picătură de sînge proaspăt. 
a Din amestec se execută frotiuri care se colorează si se exa- 
j- 
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mineaza. Această metodă are un grad mare de aproxima- 
ue si nu poate fi folosită decit cu caracter orientativ. 

Metoda măsurării cu micrometrul ocular. Această me- 
todă are un grad de aproximaţie mai mic și se recomandă 
în cazurile cînd sînt necesare aprecieri mai exacte. Micro- 
metrele sint constituite din discuri de sticlă pe care sint 
gravate scări gradate. Pentru o determinare sînt necesare 
întotdeauna două micrometre: un micrometru obiectiv si 
un micrometru ocular. 


Tehnica de lucru: se deşurubează lentila superioară a 
sistemului ocular şi se introduce micrometrul ocular cu 
faţa gravată în jos; apoi lentila superioară a ocularului 
se înșurubează la loc. Pe platina microscopului se aşază 
micrometrul obiectiv și se examinează cu obiectivul de 
imersie, după ce În prealabil scara micrometrului a fost 
centrată cu un obiectiv uscat. Este bine să se lucreze cu 
microscoape al căror tub are lungimea de 160 mm, iar în 
cazul microscoapelor cu lungimea tubului reglabilă se re- 
comandă ca aceasta să se regleze tot la 160 mm. Micro- 
metrul obiectiv se reglează astfel încît liniile zero ale ce- 
lor două scări gradate să se suprapună. Apoi se observă 
şi se notează care din diviziunile celor două micrometre 
se suprapun. Valorile găsite la micrometrul obiectiv se în- 
multesc cu 10 (valoarea în microni a unei diviziuni) şi se 
împart apoi la valorile corespunzătoare de pe scara mi- 
crometrului ocular. 

De exemplu: din fig. 9 se vede că diviziunea 6 a mi. 
crometrului ocular se suprapune peste diviziunea 1 a mi- 
crometrului obiectiv. Știind că o diviziune a micrometru- 
lui obiectiv este egală cu 10 microni, reiese cà cele 6 di- 
viziuni ale micrometrului. ocular corespund cu 10 microni. 
deci o diviziune a micrometrului ocular este 10:6 — 1.6 
microni, 

Cifra obţinută reprezintă valoarea micrometrică a unei 
diviziuni din scara gradată a micrometrului ocular. 
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Eig. 9 — Determinarea, dimensiunilor unei baotezu: 
a —  micrometru ocular; b — micrometru obiectiv; c — scara micrometrului 
ocular văzută după montare în ocular; d — scara micrometrului obiectiv văzută 
cu obiectivul 8; e — aceeaşi scară a micrometrului obiectiv văzută cu imersie; 
f —  micrometrul ocular suprapus peste micrometrul obiectiv văzut cu imersie; 
g — micrometrul obiectiv înlocuit cu frotiul cu germenii de examinat 
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^f METODE DE CULTIVARE A BACTERIILOR 
GENERALITATI PRIVIND MEDIILE DE CULTURĂ 


Marea majoritate a bacteriilor, cu excepţia rickettsi- 
lor, se cultivă jpe medii inerte. d 

Un mediu de cultură poate fi definit ca un suport nu- 
tritiy steril, care permite dezvoltarea si studiul unui microb 


în afara nisei ecologice naturale. 
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Pentru a permite dezvoltarea bacteriilor, orice mediu 
de cultură trebuie să îndeplinească anumite condiții: 

— să conțină substanțele nutritive necesare metabolis- 
mului bacterian; 

— să aibă o anumită reacție (pH) în limitele careia 
se poate dezvolta bacteria; 

— să corespundă particularităților fiziologice ale bac- 
teriilor, tinind seama mai ales de tipul respirator; 

— sa fie steril. 


CLASIFICAREA MEDIILOR DE CULTURĂ 


Pe baza diferitelor criterii privind compoziţia, consis- 
tenga, natura ingredientelor, mediile se ¡pot clasifica astfel: 


AN Din punct de vedere al consistenţei: 
| NL7— medii lichide;- 
— medii solide; 
= — medi semisolide. 
e 
riéi culüvate: 


Din punct de vedere al tipului respirator al bacte- 
— medii pentru bacterii aerobe; * 


.. — medii pentru bacterii anaerobei 
C Din punct de vedere al compoziţiei: 

"— medii naturale, care conţin elemente nutritive pro- 
venite din țesuturi animale, vegetale ce se obțin prin ex- 
tractie apoasă sau hidroliză chimică sau enzimatică; 

— medii sintetice, care conţin numai compuşi cu struc- 
tura chimică cunoscută, dozabili. 

( 4] Din punct de vedere al scopului si frecvenţei între- 
buíntári: 

a) Medii de uz curent — se folosesc curent în laborator 


pentru izolarea și cultivarea bacteriilor (de ex., bulion si 
gelozá pentru bacterii aerobe). 
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b) Medii speciale — au întrebuințare mai limitata și la 


rindul lor pot £ 
utilizării astfel: 
Medii de izolare — care pot fi: 
__ elective — favorizează îndeosebi dezvoltarea speciei 


i împărţite în mai multe grupe după scopul 


bacteriene căutate; 

__ selective — inhibă dezvoltarea bacteriilor asociate cu 
germenul a cărui izolare se urmărește (inhibarea este asi- 
gurată de adaosul de antiseptice, antibiotice, coloranţi etc.); 

— de îmbogăţire — sînt medii elective și selective asi- 
gurind dezvoltarea unei specii bacteriene din materiale în 
care numărul germenilor este extrem de redus (pauciba- 
cilare); 

__ de conservare — medii sărace în substanţe nutritive, 
folosite în laboratoarele de bacteriologie pentru a men- 
ține o cultură bacteriana în viaţă. 

— Medii de identificare — deseori sint sintetice sau se- 
misintetice, continind indicatori ce permit punerea în 
evidență a unor caractere biochimice sau de patogenitate 
ale bacteriilor. 

În scopul examinării unor activităţi biologice speciale 
ale bacteriilor (de exemplu punerea în evidență a anumi- 
tor toxine), se folosesc drept medii culturile celulare. 

Pentru cultivarea rickettsiilor (germeni care nu se dez- 
voltă pe medii inerte) după cum și a altor bacterii, în anu- 
mite scopuri, se folosesc ouăle embrionate. 


MEDII DE CULTURA 


MEDII DE CULTURĂ UZUALE 
PENTRU BACTERIILE AEROBE 


* Bulionul. Se prepară de obicei, din carne de cal sau bou, 
mai rar de găină, niciodată din cea de porc care este prea grasă. 

Prepararea bulionului se face astfel: carnea proaspătă 
(mușchi), se curăță de aponevroze, tendoane si grăsime, 
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se tale în bucăţi mici sau se toacă prin mașina de tocat 
carne; la 500 g tocătură de carne se adaugă 1000 ml apá 
de robinet. Se tine 24 de ore la rece pentru macerare, apoi 
se fierbe 30 minute, se decanteazà si se stoarce, iar lichi- 
dul obținut se filtrează prin vată si se completează cu 
apă la volumul inițial. Se încălzeşte la 80 — 90°C Și Se 
adaugă peptonă 1—10 g si NaCl 5 g la 1000 ml lichid. 
Peptona este un ingredient care se folosește la prepararea 
a numeroase medii de cultură și se obține prin digestia 
substanțelor proteice de origine animală sau vegetală. 
Compoziția peptonei variază cu originea și metoda de pre- 
parare. Se prezintă ca o pulbere gri-gălbuie, avînd un 
miros caracteristic, solubilă în apă, insolubilă în alcool. 

Se adaugă NaOH n/1 pentru ajustarea pH-ului, în can- 
utatea stabilită prin metoda colorimetrică. Se încălzește 
la autoclav la 115?C timp de 15 minute. Încălzirea, în 
prezenţa NaOH, produce o precipitare abundentă; se fil- 
trează prin hîrtie de filtru. Apoi se repartizează în tuburi, 
sticle sau baloane care se astupă cu dopuri de vată, se 
sterilizează 30 minute la autoclav la 115*C. 

Bulionul sterilizat se conservă timp îndelungat la rece 
ŞI întuneric. 

În funcție de speciile bacteriene, a căror cultivare se 
urmărește, se prepară şi alte variante de bulion, dintre 
care, cele mai frecvent folosite, sint bulionul Martin si 
bulionul triptic. 

Prepararea acestor medii nu este principial prea diferită 
de a bulionului. Deosebirea principală constă în înlocuirea 
peptone: cu preparate asemănătoare din punctul de ve- 
dere al structurii chimice. Astfel, în cazul bulionului Mar- 
tin se foloseşte un extract de stomac de porc obținut prin 
acțiunea HCl, iar în cazul bulionului triptic un extract 
de carne obţinut prin digestia acesteia sub acţiunea tripsinei. 

În prezent, au o utilizare din ce în ce mai largă. mediile 
preparate cu extract de carne. Sînt anumite firme (Merck, 
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Difco, Bacto etc.) ale caror produse au o larga raspîndire în 
întreagă lume și care printre altele livrează astfel de extracte 
sub fofma de pulberi purificate și standardizate. Folosirea 
acestogă asigură obţinerea unor medii de calitate SUperioarás 

Agffrul nutritiv sau geloza. Este un mediu sobre 

pat prin adăugarea fibrelor de agar ce se-obtin dintr-o 
$a marină din marile Japoniei. Acest mediu a fost intro- 
dus în 1884 de Hess, elevul lui Koch; care a arătat avan- 
tajul mediilor gelozate fata de, gelatină, folosită pînă atun- 
ci ca mediu solid în bacteriologie. Fibrele de agar sînt de 
culoare alba-galbuie, se dizolvă în apă la temperatura de 
80—90?C, constituind un lichid víscos, care se solidifică 
la temperatura de 45°C. Punctul de topire fiind diferit de 
cel de solidificare, acest mediu prezintă o serie de avan- 
taje pentru bacteriologie. Fibrele de agar sînt lipsite de 
proprietăţi nutritive, servesc numai pentru solidificarea me- 
diului. 

Prepararea se face astfel: se tarefibrele de agamíin frag- 
mente mici și se adaugă la bulionul/preparat im$prealabil, 
în proporție de 17—30 g pentru 1600 ml buliofffeApoi se 
încălzeşte 30 minute la /120*C. Andéstecul încă fierbinte se 
fHireaza prin vatà, se /repartizeadă în tuburi sau baloane 
ce sesastupa cu dopuri de vară, Be sterilizează 20 minute 
la 120*C^si se solidifiga în poziție inclinatá sau /verticală. 

Mediul preparat nyse poate păstra mult timp în labo- 
rator, deoarece prin diikporare se usucă. 

* Agarul moale. Fm mediu semisolid, se” prepară la 
fel ca și mediul defBPIs mai sus, dar cantitatea de agar di- 
feră, este de 2—¿MÉTA 1000 ml bulion. Mediul se fo'osește 
pentru cultivar ARE conservarea bacteriilor 

*& Medios sofii remar din medii uzuale (bulion, agar), 
la co Ser normal, de obigei de cal, in proporție 
de TAR Ele necesar obținerij/Serului se recoltează în 
mod asephe în baloane sterile prevăzute cu baghete de sti- 
«cla, așezate încrucișat, După coagularea singelui, serul se 
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decantează în condiţii sterile. Se face controlul sterilitații 

serului și în cazul cînd nu este steril se filtrează (Seitz 

EK). Pentru prepararea agarului cu ser, mediul trebuie în 

prealabil topit, apoi se lasă să se răcească la 45°C, se a, 
daugă serul, se omogenizează și se lasă să se solidifice în po- 

zijia dorită. După adăugarea serului, mediile se controlează 
din punctul de vedere al sterilitágii, tinfndu-le la termostat 

24 de ore. 

* Medii cu singe. Se recoltează sînge steril în balon cu 
perle de sticlă pentru defibrinare și se poate păstra la 
frigider 2—3 săptămîni. Pentru medii solide se adaugă în 
proporție de 5—100/, la agar topit și răcit, pentru medii li- 
chide se adauga la 9 m! bulion, 0,2—3 ml sînge. 

e Medii glicerinate. Din această categorie se intrebuin- 
jeaza în mod curent, bulionul glicerina, agarul glicerinat 
şi cartoful glicerinat. 

Bulionul și agarul glicerinat se pregătesc prin adăugarea 
glicerinei în proporție de 19/; la medii'e uzuale. Sterilizarea 
se face la 110*C timp de 20 minute. 

Cartoful gliceninat se pregătește astfel: se aleg cartofi 
de buna calitate, de preferință săpunari, din care se scor 
bucăţi cilindrice, cu ajutorul dispozitivului lui Queyrar. 
Cilindrii obţinuţi se curăță de coajă și se sectioneazi pe 
diagonala, rezultind astfel cite 2 felii de fiecare cilindru. 
Acestea se spala în apă si se tin 3 ore într-un vas cu so- 
luge 10/; carbonat de sodiu, deoarece au o reacție slab 
acidă. Fiecare felie se introduce apoi în cîte un tub Roux. 
Felia de cartof se opreşte la nivelul gituirii. Apoi se toarnă 
în tuburi bulion glicerinat 59/, pînă la nivelul gítuinii, în 
așa fel ca partea inferioară a cartofului să fie umectată 
în permanență cu bulionul glicerinat. Mediile se stemlizeazà 
la 110°C timp de 20 minute. 

« Medii cu ou. Această categorie de medii este folosità 
pentru cultivarea germenilor apartintad speciilor M ycobac- 
terium tuberculosis, Pasteurella tularensis, Bacillus larvae 
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etc, Exemple de medii cu ou folosite în vederea izolarii 
bacilului tuberculozei sint mediul Löwenstein, mediul Pe- 
tragnani, mediul Dorset, mediul Petroff etc. 

Mediul Löwenstein pentru cultivarea speciei Mycobacte- 
rium tuberculosis. Se prepară astfel: se pregăteşte o soluție- 
mamă cu următoarea compoziţie: 


— fosfat monopotasic . . . . 1g 
— citrat de sodiu lg 
sulfato de mágneziW ap a 1g 
— asparagina edm ARA 3g 
— glicerină neutră ^. . . . . . 60 ml 
ESpabdistdlati-.-. 7... 7... 1000-ml 


Această soluţie se sterilizează în vapori de apă la 100°C, 
ump de 2 ore. Se poate păstra un timp îndelungat în 
laborator. | 

alia pregătirea mediului se amestecă într-un balon cu 
perle: 


— solutie-ma má meu 150- ml 
olor a e DO pe: 2g 
diable: Ca PUO E Ia e e 6 g 


„Se omogenizează bine si se încălzește, mai întîi la 100°C 
timp de 15 minute şi apoi la 56*C timp de 60 minute. 

Dupa Încălzire se adaugă 5 ouă întregi și un gálbenus; 
se omogenizeaza și se adaugă 5 ml verde de malachit so- 
lupie apoasă 29/,. 

Mediul se filtrează prin tifon steril, se repartizează in 
tuburi, se coaguleaza si se sterilizează prin tindalizare timp 
de 2 zile consecutiv, la temperatura de 80—85%C. 

Agar cu ou şi glicerină. La agar topit si răcit la 45—50*C 
se adauga 39/9 glicerină sterilă si un galbenus de ou recoltat 
steril, pentru fiecare 150 ml mediu. Recoltarea sterilă a gál- 
'enusului de ou se face astfel: se introduce oul în alcool eti- 
ic 80” pentru 30 minute, se secționează la o extremitate 
coaja cu o foarfecă flambatá, se elimină albuşul iar gal- 
^enusul se introduce direct în mediu. Se omogenizeazà 
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bine, se repartizeazà în condiții sterile în tuburi, se lasă să 
se solidifice si apoi se controlează sterilitatea prin incuba- 
re la 37°C timp de 24 ore. 

Mediul se foloseşte pentru cultivarea bacilului tubercu- 
lozei şi a altor bacterii patogene. Pentru a-i mări calită- 
vile nutritive se mai poate adăuga ser sanguin. 

Mediul cu ou pentru Bacillus larvae. La agarul nutritiv 
obişnuit lichefiat și răcit la 50°C se adaugă galbenus de ou 
recoltat în condiții de perfectă asepsie în proporție de 1/5. 
Se lasă apoi să se solidifice în poziţie înclinată. 


MEDII PENTRU CULTIVAREA BRUCELELOR , 


Geloza glicero-glucozată (mediul Henry). La geloza nu- 
tritivă glicerinatà 29/4 după sterilizare si răcire la 50% 
se adaugă steril soluție de glucoză 209/, filtrată prin 
Seitz, astfel ca să se realizeze concentraţia finală 10/. 
è Geloza-ser-glucozatí. La 95 ml geloză nutritivă topită 
și răcită la 50*C, se adaugă steril 5 ml soluție glucoză-ser 
1:5 filtrată prin Seitz si conservată la 4°C. 


MEDII PENTRU IZOLAREA BACTERIILOR. GRAM POZITIVE 
NESPORULATE (STREPTOCOCI, STAFILOCOCI, MICROCOCI, 
BACILUL RUJETULUI) 


Agar cu azid de sodiu, cristal violet $i singe. Compo- 


ziție: 
— bulion 500 ml 
— triptozá Ae O 
— clorurá de sodiuco 5... su 5 a 
A A A RI as A Y: SE 
— azid de sodiu . A Aa CU 
— cristal violet (sol. apoasă 0,194) 2 ml 
— apă distilată A M . 1000 ml 


Se ajusteazá pH 7, se sterilizează prin autoclavare 20 
minute la 110°C, Se răceşte la 50°C, se adaugă 50 ml singe 
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defibrinat sau citratat de bou și se toarna în placi Petri. 
Concentrația finală de azid este de 1:2000, iar de cristal 
violet 1:500 000. 

Pe acest mediu, unele specii de streptococ, în special 
Str. agalactiae, absorb cristalul violet şi coloniile se colo- 
treaza în violet, iar hemoliza este mult mai evidentă decît 
pe agarul cu sînge obișnuit. 

Pentru a obține un mediu selectiv în vederea izolarii 
speciei Erysipelothrix insidiosa se mărește concentrația de 
azid de sodiu la 1:1000 şi cea de cristal violet la 1:100 000. 

Mediul selectiv Edward pentru izolarea streptococilor 
din lapte. Mediul lichid: i 


oo p A S o.c. s -950-ml 
— ser steril de bou sau cal . . . 50 ml 
—. dextrozà 10 g 


— cristal violet q.s. -concentrație 1:200 000 


Mediul solid: 


— geloză nutritiva pH 7,4 . . . 1000 ml 
— sînge defibrinat de bou . . . 50 ml 
— esculină Rog gel pmo eR 1g 

~ eta volet 0510/5 5 e 2 ml 


„Se pune esculina în puţină apă, se fierbe pentru solubi- 
lizare ȘI apor se adaugă cele trei ingrediente la agarul 
topit şi racit la 50°C. Cristalul violet inhibă stafilococii; 
coloniile de E. coli și bacterii înrudite sint negre datorită 
reacției cu esculină, iar coloniile de Str. agalactiae sint 
purpurii (roșu închis) prin absorbția cristalului violet. 


MEDII PENTRU IZOLAREA ŞI EXAMINAREA 
UNOR PROPRIETĂŢI BIOCHIMICE ŞI DE PATOGENITATE 
ALE STAFILOCOCILOR 


Agar hiperclorurat. La geloza nutritivă se adaugă clo- 
rúra de sodiu astfel ca să se obţină o concentraţie finală 
de 6,5%, Mediile hiperclorurate au o acţiune selectiva 
pentru stafilococi, pentru streptococii din grupa enteroco- 
cilor, după cum si pentru alte bacterii halofile. 
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Mediul Chapman 


&- Peptonă > ci E 7 e 10 g 
le Extract carne . . . i 8 g 
N Clorură de sodiu . . . 75 g 
mii Manitól s von 10 g 
OS ADN o m ORO t a LaO g 
$ e— Roșu fenol. . . . . 0,025 g 
Apă distilată po. . 0-21. 000 ml 


pH=7,6 : sterilizare 20 minute la 1109C. 


Mediul are culoare roşie; coloniile manito-pozitive vi- 
reazà culoarea mediului în galben, cele negative nu mo- 
difică culoarea mediului. 


i Mediul Baird-Parker. Mediu de bază: 


— triptonà (peptonă din caseină) . 1 0% 
'"— extract carne jeg oec e 9H 0 
actract*dro)die- a 0€ 503210115075 
= clorură de litiu . 0,5 0/5 
-— agar 2. Yo 


Ingredientele se dizolvă în apă, prin încălzire, pH-ul 
se ajusteaza la 6,8. Fără să se filtreze, mediul se reparti- 
zeaza în volume de 90 ml și se sterilizează prin autocla- 
vare la 121°C timp de 15 minute. Se adaugă apoi in mo- 
mentul folosirii la fiecare 90 ml mediu topit si răcit la 
45 — 50°C, următoarele soluţii preparate în prealabil si 
filtrate: 


== ica 2/7. . 1-5 -- a a 6,3 ml 
telur EA 9 99 5 e IPSEEAI 
= oat Be AN EE 


După omogenizare se adaugă 5 ml emulsie gálbenus de 
ou, se omogenizeazá bine și se toarnă cîte 10 ml în plăci 
de 9 cm sau 35 ml în plăci de 24 cm diametru. 

După însămânţare se incubează 24 ore. Stafilococii for- 
mează colonii negre cu margine albà-cenusie, înconjurată 
de o zonă clară care se extinde în mediul opac. Pentru 
inhibarea bacteriilor din genul Proteus se poate adăuga 
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sulfametazina (Smith A., Baird-Parker, 1964) îna- 
inte de autoclavare sau înainte de repartizarea mediului în 


plăci (în acest caz se filtrează soluția de sulfametazina pre- 
narată din 0,5 g sulfametazină dizolvată în 25 ml soluție 
1/1 de NaOH şi apă distilată pina la 250 ml). 

Mediul Vogel-Johnson —  mediu selectiv pentru stafi- 
lococi coagulazo- si manito-pozitivi. 


— Peptonă din cazeină . 10 g 

— Extract drojdie . 5 g 

— Manită 10 g 

— Cloruri de litiu 5 g | 
— Glycol 10 g 
— Rosu fenol e RS T 

— Agar-agar o A - 15 g 

EeNDbasdistlatas e. . . s. 1000 ml 


pH=7—7,4, sterilizare la 121%C. 


. Înainte de folosire, la mediul topit si răcit se adauga 
20 ml soluție 19/; telurit potasiu sterilizat prin filtrare, 
se toarnă în plăci. Plăcile insamintate se incubeaza 48 ore. 
Coloniile de stafilococi coagulazo-pozitivi sînt mici, negre 
pe mediul roşu. Dacă dezintegrează manita sînt înconjurate 
de o zonă galbena. 


MEDII PENIRU DIAGNOSTICUL DIFERENTIAL 
AL ENTEROBACTERIACEELOR 


Mediul cu albastru metil-eozină (mediul E.M.B. sau 
Levin). Compoziţie: 
— gelozá nutritivă 2%, pH 7,4 conținînd peptonă 
1095, si fosfat bipotasic anhidru 2%o 1000 m 
50 


îi acrozal soluției 200/0 i 50 ml 
— eozină galbenă (Holborne) sol. 29 . 20 ml 
— albastru metilen 0,50%% . . . . «. - 13 nl 


După topirea gelozei si răcire la 50°C se adaugă cele- 
lalte ingrediente sterilizate în prealabil. Se amestecă, se 
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toarnă in placi Petri. Mediul are culoare rogie-violacee. 
Coloniile de E. col; apar negricioase cu luciu metalic, în 
timp ce coloniile celorlalte enterobacteriacee apar colorate 
roz spălăcit. 


Mediul cu verde briliant. Compoziţie: 


— bulion de carne peptonat cu pH 7,5 1000 ml 


— agar RA IN Aa LIZ E 
Sacto za 4 A REEE 15 g 
— soluție roşu fenol! Ă P 40 ml 
— soluţie verde briliant (0,5 2/100 ml) 1 ml 
Solutie roşu fenol: NaOH n/10 . . . . 40 ml 
rosu fenol e ae 1g 
apă=distilată . 2.5. 460-mi 


Preparare: după dizolvarea agarului și filtrare prin vată 
şi tifon se adaugă lactoza (dizolvată în apă distilată, 
roşu fenol, verde briliant. Se agită, se repartizează în di- 
ferite recipiente, se sterilizează 30 minute la 110?C. Mediul 
este colorat în roșu brun, avînd pH-ul 7,2—7,3. Coloniile 
bacteriilor lactozo-pozitive apar colorate în galben-verzui, 
cele lactozo-negative în roz. 


Geloza Mac Conkey 


— Peptonă Bacto : M taia 17 g 

— Proteoza-peptoná [Eco cm ES Ped 3 g 

— Lactozà.-. Orge EN 10 g 

—'Sáruri biliare Difco nr. 3 < SÉ NE 

| = Na Ole SUR AER sp eee e DES ON 

— Agar : : g 

| g O DA SO O 13,5 8 

ii =  ROșu i neut -— 96:395 99: 29 503 0,03 g 
i ——Gristal:wiolet s SES ae aa end 0,001 g 
> SADAR S i m eulx KS ml 

pH — 7,1, sterilizare 15 minute la 1209C. 


| Coloniile lactozo-negative sint transparente şi incolore, 
coloniile bacteriilor lactozo-pozitive sint roşii-violacee. 
Mediul S-S (Salmonella- seus Compoziție; 


- extract de carne 5 a 
dea ey A SCA A pa tog 
peptonă 5g 
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săruri biliare (săruri nr. 3 Difco) 8,5 g 
- hiposulfit de sodiu 8,5 g 
citrat de fier | g 
peloza e aaa ie YT 17,5 g 
citrat de sodiu 8,5 g 
verde briliant 0,00033 g 
- roşu neutru 0,025 BO 
— apă distilată 1 000 ml 


Se ajustează pH=7; se sterilizează la 110°C. Se repar- 
tizeazá în plăci Petri. Pe acest mediu coloniile de E. coli 
se colorează în roşu, iar cele de Salmonella sau Sbigella 


sînt transparente. 


MEDII PENIRU IZOLAREA SALMONELELOR 
Medii de îmbogăţire 
Mediul Müller Kauffmann. Soluţiile necesare: 
— carbonat de calciu pulbere sterilizat prin căldură uscată 
(180°C). 


— soluție de tiosulfat de sodiu (S203Na2+5H0)—50 g in 
100 ml apà, sterilizatà 30 minute la 120°C 


— soluție iodo-iodurată: — iod metalic.. . . . . . 20g 
E odura: > Potasio im 25 
— apă distilată: . . .-. . 100 ml 
(se dizolvă iodura de potasiu în apă distilată si apoi iodul 
metalic) 


— bilă sterilă de bou 
— soluţie verde briliant 1% în apă distilată 
Prepararea mediului: 


RubHlionspeptonatGpli 7:4 5-200 90 ml 
EEPonacsde-caleu- 5-9 039.99 77 8 Sg 
soluție  üuosulfat-de-'sodiu- ^. >=> < L1. v. . 10 ml 
Ote 1odoiodurat csi c uo 0o xl o. oo. 2 ml 
La 100 ml din acest amestec se adaugă: 

muse verde briliant io ... 5. sos e i ml 
RID EM EN EI 5 ml 


Deoarece carbonatul de calciu nu se dizolvă, ci se depu- 
ne la fundul balonului, amestecul se agită în momentul 
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repartizării în tuburi și se repartizează steril cîte 7 ml 


în tuburile sterile. 
Mediul cu selenit acid de sodiu. 


Solutia I: — selenit acid de sodiu (NaHSeO3) . UND 
SEO Do distlldtde a oos ut Memes 100 ml 
Soluția II: — — lactozá 2 £ 
— pgigc MEL n 2, g 
ES fosfat dodit (Nas LIP O4) NT 2,5 g 
— fosfat monosodic (NaH2PO,;) t 25 g 
AA A 400 ml 


— apă distilată . ES 

Soluţiile se sterilizează separat, 30 minute la 100°C 
(soluţia I rămâne limpede, soluţia a II-a prezinta un pre- 
cipitat care se lasă să se depună 24 ore la temperatura 


camerei şi se decantează supernatantul clar). 
Se amestecă soluţia 1 cu soluţia a II-a, se controlează 


pH-ul care trebuie să fie 7. 


Medii selective 


Mediul Wilson Blair. Compoziţie: 


zxEoclozac- 4t. 20 g 

— peptonă Bt Howe e ze IEI Ma ra 10 g 

ENccmactedeBcarneC.394 0. e ze 5 g 

= salia cl IST eec o o 8 g 

= almera o SS 5 g 

ROSAS OCA o 4 g 

= GUA HS. oe e al ces 03 e 

c Ve cl le o o 0,025 g 

— apă  . M LESS ME 1 000 ml 
pH — 77. 


Mediul se toarnă în cutii Petri, ce se pot păstra timp de 
3—4 zile la frigider; nu se recomandă topirea mediului de 
mai multe ori pentru că astfel scade acţiunea sa selecuvă. 
Culoarea mediului la preparare este verde pal, opalescent. 
Pe acest mediu coloniile de Salmonella au culoare verzuie 
sau neagrá cu luciu metalic, bacteriile coliforme sint negre 


sau brune și cresc greu. 
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Mediul Leifson 


Solutia 1: — citrat de sodiu 
hiposulfit de sodiu 


- citrat de fier (în lamele) . 


- apă distilată 

Se fierbe 3 minute. 
Soluţia 2: - dezoxicolat de sodiu 

— apă distilată 

Dizolvare la 60°C. 
Solutia 3: — lactoză 

— apă distilată 

Se filtrează. 


Soluţia 4: — roșu neutru 
— apă distilată . 
Agar de bază: — bulion carne 
— peptoná 
— agar 


— apá distilată 


Se ajustează pH — 7,3, se fierbe, se filtrează, se 


zeazà 30 minute la 120?C. 


Prepararea mediului: 


E agan de bază 
solita 1 
Ea soluția $ 
— soluţia 4 


1000 ml 


50 
50 
3 


Se fierbe 15 minute, apoi se ăi 50 ml din 
Sterilizare 15 minute în autoclavul deschis (1009), se toarnă 
în plăci. Mediul are culoare roz. Pe acest mediu coloniile 


ml 
ml 
ml 


20 g 
650 ml 


sterili- 


solutia 2. 


de Salmonella si Sbigella sint transparente, de E. coli au cu- 
loarea roșie, iar cele de Proteus sînt mate, uneori cu cen- 


trul închis (HS pozitiv). 
Mediul Istrati Meitert 


— Gelozá 394 pH 7,8 

— Lactoză 

— Bilă uscată de bou. 

— Citrat sodiu . . R 

— Hiposulfit de sodiu . o 
— Ciítrar de fier în lamele . 
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ml 


YO ua 


Ya 


Ya 


Se topeste geloza, se adauga ingredientele in ordinea indi 
cată. După dizolvare se adauga 1 ml soluție de albastru | 
bromtimol (vezi pag. 279). Se ajusteaza pH la 7,3—7,4 
(culoare verde închis) folosind o soluţie de hidroxid de so 
diu 5—109/,. Se fierbe 15 minute la baia de apa. Mediul are 
culoare verde închis, se poate păstra la frigider 2—3 zile. 
Coloniile apartinind genului Shighella apar verzi, verzi r 
albăstrui, relativ transparente, cele de E. coli sint galbene 
opace, iar Proteus formează colonii izolate cu centrul mai 
opac care devine negru. 


MEDII DE DIAGNOSTIC DIFERENTIAL INTRE 
GERMENII DIN GENURILE ESCHERICHIA 
| ȘI SALMONELLA 


Geloză lactozată cu albastru bromtimol. La geloza 29/, 
se adaugă lactoza 15959 si 0,4%o din soluţia apoasă albastru 
bromtimol 20—25% (pH 6,9—7,1). 

Mediul Endo: 


=P ES 1038 
— lactozá RETA RS 10 g 
Exc R>HPO, CS EXE S a RUE DIOR = a 3,5 g 
AMDIeRderagaE— tooo Dee 
— NaSO; UE O ie 2,5 g 
> sfuesină Da zica - 654 065. x. 0A 0,4 5 
APA e E ec e A EOE, 


Mediul este de culoare galbena. În urma dezvoltàrii colo- 
niilor de E. coli, culoarea mediului virează în roşu, iar în 
cazul coloniilor de Salmonella îşi menţine culoarea. 


Mediul Drigalski: 


Monda carnet vx wr. e 009 ml 
A AS aa 30 e 
PEPA REC ES A NE 10 e 
— NaCl CB A Rd ee aie ENE re aie PONEI ec 5g 
MATT A Dr e S MM AUS ere 15 y 
LO ic at CT e aa aa 60 ml 
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Mediul are culoarea violetă-deschisă. Coloniile de Salmo- 
nella produc virarea culori în albastru, iar cele de E. col 
in rosu. 


Mediul Gassner: 


NAPATA URII VA e e a, 2 000. fi 
' — soluție metacromgelb 205 . . . . . 125 ml 

=— soluție wasserblau-104 0.00... 17 ml 

OA c CP EO EEUU a 10 g 


Se prepara soluția de metacromgelb, care se filtrează și 
se fierbe 2 minute, iar separat se prepară soluția de 
wasserblau, care se filtrează, apoi se adaugă lactoza si se 
fierbe 10 minute. La agarul topit se adauga mai întîi so- 
luția de metacromgelb şi apoi soluția de wasserblau. Me- 
diul are o culoare verde-albăstruie. În urma dezvoltării 
germenilor pe suprafața acestui mediu, culoarea virează în 
galben în dreptul coloniilor de Salmonella şi în albastru 
în dreptul coloniilor de E. coli. 


MEDIUL SELECTIV PENTRU IZOLAREA SPECIEI 
VIBRIO FETUS 


seDuhonwde carnes > e 000: ml 
EsRbreuagarto ul. a eee 25 

si peptona Bacto o 10 e 
-'clorurd de-sodiu oo bg 
E verde brihant 1/100: 5 5 Soi 2,5 ml 


Se ajusteaza la pH 7,4—7,6. Singele se adaugà in momen- 
tul turnárii în plăci. 

Mediul însămînțat se incubeazá la 37°C în atmosferă 
normală sau în atmosferă de CO, 15—209/, Durata incu- 
bației este de regulá 6—7 zile, exceptional 15—30 zile. 
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MEDII PENTRU CULTIVAREA LEPTOSPIRELOR 


Mediul Korthof. Este un mediu sintetic, avînd urmă- 
toarea compoziţie: 


ED LOCO Wow. a s. ku 40Y 1 
EC LUTA MEMSO Sue 1e e oa a as 00148 
ESCA LD Oa IS DIC t a o a 10 mg 
Aclonuramde POTASIU ee 0x27 o 20 fg 
= CIO ta dés Calcule dU C TIME 
ESMostato MONOPOTASIG m o OS 
EXEKostat disodico- ADOOS 
par distilata > 4 a. ate tele - BOO tl 


Mediul se sterilizeaza la temperatura de 100°C, timp de 
30 minute. Se lasă să se răcească și se filtrează prin hîrtie 
de filtru. Se repartizează în baloane și se sterilizează din 
nou la 100°C timp de 30 minute. La mediul astfel pregatit 
se adaugă ser de iepure steril în proporție de 5—100/. 
Serul de iepure trebuie să fie în prealabil inactivat timp 
de 30 minute la temperatura de 56%C. Leptospirele sînt 
aerobe, temperatura optima de dezvoltare este de 28—30?C. 
Cultura atinge densitatea maximă la 5—7 zile. 

Mediul Uhlenhuth. Se prepară astfel: se fierbe apa de 
fîntîna pînă ce se reduce volumul la jumătate, se filtrează 
$i se ajusteaza la pH 7,2—7,4, apoi se repartizează în 
eprubete mici de reacție (Wassermann) sau în baloane, după 
necesități, se sterilizează 20 minute la 120°C, se adaugă 
apoi ser proaspăt de iepure în proporție de 3—10% si se 
inacuvează 30 minute la 56°C. 


MEDII PENTRU CULTIVAREA MICOPLASMELOR 


Bulion PPLO. Mediul de bază: 


— infuzie de cord de bou — 1 parte cord de bou 
— 1 parte apă 
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Se lasă peste noapte la +4°C pentru macerat si apoi se 
fierbe o oră. Filtrarea prin hîrtie de filtru. 


Se adaugă: — Bactopeptonă 
- clorură de sodiu 


— hidrolizat de lactalbuminá 


— fosfat disodic +2H,0 


pH=7,8; sterilizare prin autoclavare (mai indicata fil- 


acetat de taliu 


extract de drojdie 


trarea prin Seitz). 


Se adaugă steril: — 


Agar PPLO. 


ser de cal (neinactivat) . 


ser de porc (inactivat) 


extract proaspát drojdie . 


glucoză 
roșu fenol 
penicilină 


La mediul de bază 


0/4 


YA 
0/0 
0/5 
0/9 
0 / 


/0 


O La Uy Un 


Un 


too Ma Im 


100/, 
1007, 
56/9 
0,1094 
0,0020/ 
1 000 U.I/ml 


se adaugă agar 


1,2—1,40/.. Înainte de a se turna în plăci, mediul se topește, 
se raceste la 50?C si se adaugă: 


— ser de cal (neinactivat) . 


— ser de 
y — extract 


— penicilină (în caz de necesitate) . 


porc (inactivat) . 
proaspát de drojdie 


100/75 
100/75 
59/5 

1 000 U.I./ml 


$ MEDII PENTRU CULTIVAREA BACTERIILOR ANAEROBE 


« Bulionul cu ficat Tarozzi. Se fierbe ficatul (de cal, bou, 
cobai, iepure), se taie în fragmente de formă paralelipipe- 
dică 3—4 cm înălțime și 1—2 cm lățime. Se introduc în 
tuburi cu 8—10 ml bulion simplu sau bulion glucozat 1%o 


e 


viande- carne, foie— ficat). 


Preparare: 


— ficat de bou 


— carne de bou 
— apà de robinet 
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(se sterilizează la 110*C, timp de 20 minute). 
Bulion VF. Mediu VF (de: la inițialele cuvintelor: 


— Ficatul si carnea se toacă mărunt si se fierb 20 minute; 


— filtrare tifon; 

— fragmentele de carne si ficat rămase 
4—5 ori cu apă distilată, se usucă și se 
în cantitate de aproximativ 1—3 8; 

— lichidul obținut dupa filtrare se completează la volu- 
mul iniţial, adăugându-se apă de robinet; 

— se adaugă peptona — 5 $, clorură de sodiu — > 3; 

— se încălzeşte pentru dizolvarea ingredientelor, se ajus- 
vează pH-ul la 8, se autoclaveaza 20 minute la 120?C, se 
adauga glucoză 29/9 şi se filtrează prin hîrtie de filtru; 

— mediul obţinut se repartizeaza aproximativ cîte 6 ml 
în tuburile în care s-au pus în prealabil cîte 3 g carne cu 
ficat; 

— se poate pune la suprafață un strat de oleu de para- 
fină cu grosimea aproximativ de 1 cm; 

— se sterilizează timp de 15 minute la 115*C sau prin 
tindalizare la 100% (autoclavul cu capacul neînșurubat) 
timp de 30 minute, 3 zile consecutiv. 

înainte de folosire, mediul se regenerează prin fierbere. 
& Bulion VL. Mediul VL (de la inițialele cuvintelor: 


viande = carne, levure—levură — drojdie). 
Mediul de bază se prepară din: 


în tifon se spală de 
repartizează în tuburi 


H — peptoni triptică 10 g 

: i e NaCl SAO O 5 g 

— extract carne bou . . . ~ © e DE 

— extract de drojdie . . . - OSA DEE 

| e clorhidrat cisteină a S 03 g 
1000 ml 


E 
Se ajustează pH la 7,2—7,4. Sterilizare prin autoclavare. 

Rezultate mai bune se obţin în cultivarea unor bacterii 

anaerobe (de ex. Spbaeropborus necropborus) dacà la mediul 

de bază se adaugă glucoză 2 g%o și agar pudră 0,6 g%o- 
Geloza VF pentru izolarea bacteriilor anaerobe: 

lion VEO e d e ata Se Ce ol 

— peloză Se TONO Pre SE Rs eR 
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Geloza Veillon: 


E Ul 0 MIDI DOT ote e s 900 ml 
agar 

. plucoză 

- azotat de potasiu 


Se dizolvă glucoza si azotatul de potasiu în bulion, se 
adaugă agarul, se încălzește la autoclav, se filtreaza prin 
vati, se repartizează în tuburi Weinberg (diametrul 0,8— 
1 cm si înălțimea 20—25 cm), astfel ca mediul sa ocupe 
mai mult de jumătate din înălțimea tubului. Se sterilizează 
la 115°C timp de 15 minute. Pentru solidificarea mediului, 


tubul se menţine în poziţie verticală. 


IZOLAREA BACTERIILOR ÎN CULIURI 


TEHNICA INSAMINTARII BACTERIILOR 


„Bacteriile se cultivă pe medii de cultură în scopuri dife- 
rite, $i anume: pentru examinarea caracterelor în vederea 
identificarii, pentru a le conserva, pentru a prepara din 
ele vaccinuri sau pentru a le inocula la animale în vederea 
preparării serurilor imune sau a determinării patogenității. 

Culturile microbiene se obțin prin insamintare sau trans- 
plantare. Însămînțarea este operația prin care se introduc 
bacteriile dintr-un material de examinat în medii de cul- 
tură, iar transplantarea este operaţia de trecere a bacte- 
ziilor din culturi vechi pe medii proaspete. Pentru a se 
folosi culturile în scopurile amintite, acestea trebuie sa 
îndeplinească o condiţie esenţială — să fie pure, adică să 
conțină bacterii apartinind unei singure specii microbiene. 
Aceasta se realizează executindu-se Însămințarea astfel ca 
să se evite pătrunderea unor germeni nedoriți din aer sau 

de pe instrumentul cu care se manipulează materialul. 
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TEHNICA INSAMINTARII DIN ORGANE 


Însămânţarea se poate executa cu pipeta Pasteur sau cu 
acul drept. Totdeauna se insámíinteazá perechi de medii, și 
anume: un mediu lichid și un mediu solid. Suprafaţa orga- 
nului se cauterizează în prealabil cu o spatulă de flam- 
bare. Însămînţarea se execută în fața flăcării unui bec de 
gaz care asigură sterilitatea operaţiunii. 

— insimintarea cu pipeta Pasteur. Se aşază tuburile cu 
mediile ce urmează a fi insamintate într-un stativ sau 
într-o cutie pe masă la indemína mfinii stingi a operato- 
rului; tava cu cadavrul sau organele se așază în fața ope- 
ratorului lingă becul de gaz, iar la îndemîna mîinii drepte 
trebuie să se găsească un borcan cu anse, pipete Pasteur 


si spatule de flambare şi un al doilea borcan cu o soluție 
dezinfectantă pentru pipete. 


Se cauterizează suprafața organului cu spatula flambata, 
aplicată în zona din care se face însămînțarea. 


Se ia în mîna dreapta pipeta Pasteur, se flambeaza ex- 
tremitatea prin care se aspiră, apoi i se rupe vîrful, se ste- 
rilizează exteriorul pipetei, trecîndu-l de trei ori prin fla- 
cără şi se suflă în pipetă pentru a o răci. În momentul 
cînd aerul suflat din pipeta este rece, aceasta se introduce 
în organ, în zona în prealabil cauterizată și se aspiră miş- 
cînd uşor pipeta în interiorul organului. În cazul organelor 
mici, trebuie o grijă deosebită, pentru a nu perfora orga- 
nul în partea opusă. 


Se scoate pipeta din organ și se ia în mîna stînga tubul 
cu mediul lichid, ţinîndu-l de fund cu trei degete, iar cu 
degetul mic al míinii drepte, în care se găsește pipeta Pas- 
teur cu material recoltat, se scoate dopul, se flambează 
gura tubului și se introduce vîrful pipetei în mediu. 

Se aspiră din mediu, fără a acorda importanță canti- 
tátii, după care se lasă cîteva picături înapoi, oprind res- 
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tul in pipeta. Se scoate pipeta din mediul lichid, se flam- 
bează gura tubului și se astupa, 

Se pune tubul la loc în stativ, se ia tubul cu mediul so- 
lid. care se deschide cu aceleași masuri de precauţie la fla- 
càrà, se introduce pipeta cu materialul diluat cu mediul 
lichid, oprindu-se vîrful în dreptul extremității superioare 
a agarului înclinat şi se însămînțează lăsînd materialul sa 
se prelingă pe suprafața mediului de sus în jos, dupa care 
se scoate pipeta din tub si se astupă dupa flambare. 

Pipeta cu care s-a executat însămâînţarea se pune în bor- 
canul cu dezinfectant. 

După mai multe exerciţii, însămînţarea se poate executa 
ținând ambele tuburi în mâna stînga, pentru a micşora pe 
cit posibil timpul în care materialul de însamînțar este 
vehiculat prin aer. 

insimintarea cu acul drept. Se cauterizeazá suprafața 
organului și se sterilizează acul prin încălzire la roșu, iar 

tija acului prin flambare de trei ori. Se aşteaptă cîteva 
secunde, timp necesar răcirii acului. Apoi se infeapa or- 
ganul în zona în prealabil cauterizatá, mișcînd acul în in- 
teriorul organului. Se scoate acul din organ şi se face în- 
samintarea în mediul lichid prin clătirea acului în mediu. 

Fără a flamba acul, acesta se introduce în tubul cu me- 
diul solid. Însămânțarea se poate face în două feluri: se 

plimbă vârful acului în zigzag pe suprafaţa mediului, por- 
nind din lichidul de condensare spre partea superioară 
a mediului, sau se clăteşte vârful acului în lichidul de con- 
densare şi apoi se spală întreaga suprafaţă a mediului cu 
acest lichid prin înclinarea tubului. 

La închiderea si deschiderea tuburilor, se iau aceleași 
măsuri de asigurare a sterilității, flambind gura lor ime- 
diat după deschidere si înainte de închidere. La sfîrşitul 
operaţiunii, acul se sterilizează prin încălzire la roşu. 

Insámintarea din măduva oaselor lungi. Se taie osul cu 
foarfeca, costotomul sau fierăstrăul, în funcţie de grosi- 
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mea lui, se introduce în flacără si se sterilizeaza suprafața 
de secțiune a osului. 

Prin suprafaţa de secțiune arsă se introduce în canalul 
medular pipeta Pasteur sau acul drept sterilizate prin teh- 
nicile descrise mai sus gi se aspiră o cantitate de máduva. 
Apoi se execută însămînţarea în mediu lichid și solid. 

insimintarea din materiale patologice lichide (singe, 
exsudate, secreţii şi excrefii. Tehnica și succesiunea tim- 
pilor nu diferă principial de tehnicile descrise mai sus. Di- 
feră numai tehnica de recoltare a materialului cu care se 
face însămînţarea. 

Recoltarea singelui se face prin puncții cu seringi $1 ace 
sterile. La animalele de laborator (iepuri, cobai), sîngele se 
recoltează prin punctia cordului, la animalele mari — prin 
punctii venoase. În asemenea situaţii, sîngele se poate re- 
colta direct în baloane cu medii de cultură la care se adap- 
zează un tub de cauciuc şi un ac steril. 

Recoltarea exsudatelor (lichid pleural, peritoneal, puroi 
etc.) se face prin punctia sterilă a cavitárilor respective, 
cu acul si in cazurile unde este posibil cu pipeta Pasteur. 

Recoltarea secreţiilor si excrefiilor se face în mod diferit 
în funcţie de produs. Astfel, laptele se recoltează cu o 
sondă mamară sterilă. Urina este de preferat să fie recol- 
tată direct din vezică cu un cateter steril, iar materiile 
fecale direct din ampula rectala. 

Insámintarea de pe suprafața mucoaselor. Se execută 
cu ajutorul unor tampoane sterile cu care se tamponează 
mucoasa respectivă, după care fie că se poate face însă- 
míntarea direct cu tamponul pe medii, fie cà tamponul se 
spală într-un lichid diluant steril și apoi se execută însă- 
mintarea din acesta, 
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TEHNICA TRANSPLANTARII 


Transplantarea se face în mod diferit, în funcţie de 
mediul în care se găseşte cultura veche. 


Transplantarea din culturi-medii lichide. Recoltarea 
materialului se poate face din culturi în medii lichide, fie 
cu pipeta Pasteur, fie cu ansa de insamintare. În cazul 
transplantării cu pipeta Pasteur, se recoltează o cantitate 
arbitrară din cultura veche, din care se insaminteaza cîteva 
picături în mediul lichid și cîteva picături pe suprafaţa 
mediului solid. 

in cazul transplantării cu ansa, se introduce ansa în 
cultura veche, după care se face insaminparea mediului 
lichid prin spălarea ansei si în continuare, evitind flam- 
barea ansei, se face însăminţarea mediului solid. 


Transplantarea din culturi-medii solide. În acest caz, 
transplantarea se face cu ansa. Se raclează o cantitate 
arbitrară din cultura veche ca pentru executarea unui 
frotiu. În continuare tehnica nu difera de aceea a trans- 
plantării cu ansa din culturi în medii lichide. 


În afara tehnicilor descrise mai sus care se referă la 
însămânțări sau transplantări pe medii uzuale se practică 
frecvent şi alte tehnici care sînt determinate de natura 
mediului. 


Însămînţarea prin infepare. Se execută în agar moale 
sau în gelatină solidificatá vertical. Se face cu acul drept, 
care după ce a fost încărcat cu materialul de însămînțat, 
se introduce în profunzimea mediului pe linia mediană. 

Însămînţarea în plăci Petri. Se execută pe suprafața 
mediilor solide turnate în placi Petri. În acest scop; Se 
topeşte agarul drept si se toarnă după răcire la 45% şi 
flambarea gurei eprubetei, în plăci Petri sterile, astfel ca 
să se obțină un strat de 4—5 mm grosime. Însăminţarea 
se face după solidificarea mediului procedindu-se astfel: 
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Se pune o picătură din materialul de Insamíntat pe 
suprafața mediului si se împrăștie materialul cu ajutorul 
unei anse executind fie linii în zigzag, fie linii perpendi- 
culare una pe alta. Această operaţie se poate executa si cu 
o spatula Drigalsky (o pipeta Pasteur îndoită la flacára). 

Placa însamințată se introduce în termostat cu capacul 
in jos. 

Alegerea materialului din care se execută insimíntarea 
diferă in funcție de germenul infectant si de caracterul 
anatomo-clinic al infecției. Cîteva indicaţii orientative de 
care trebuie să se țină seama la executarea însămințărilor 
sînt redate în tabelul 30. 

În timpul executării însămânțărilor trebuie să se ţină 
seama de următoarele reguli: 

— Insamintárile să se execute în boxe sterile sau la 
adapostul unor hote special amenajate în acest scop. 

— În timpul însăimînţării este interzis. să se vorbească 
şi trebuie evitată orice mişcare de prisos în jurul opera- 
torului. . 


1 TABELUL 30 
Materialele din care se recomandă executarea însămințărilor in 
> funcţie de caracterul infecţiei 


^ : 3 RR 


1 R ERES Animalul viu Materialul din care se executá 
£p Caracterul infecţiei sau cadavru tusáminfarea 
o 
1 | Infecfii septice- Animal in Din'sînge iu ultima fază 
mice viatá a bolii 
Cadavru Din cord și măduva oase- 
lor lungi 
2 | Infecfii piemice Cadavru Din organele iu care se 
güsesc leziunile 
3 | Infectii localizate Animal viu Din organul unde este 
sau cadavru localizată leziunea 
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__ fasimüntárile să se execute cît mai repede, urmărind 
un contact minim al materialului de însămînțat cu aerul 
nesteril. 

__ Trebuie evitată atingerea instrumentului cu care se 
executà insimingarea de orice obiect nesteril (mîna opera- 
torului, halat, gura tubului, masa de lucru etc.). 


— În timpul în care recipientele cu mediile sterile ori 
insimintate sau cu culturile pure sînt deschise se urmareste 
tinerea lor într-o poziție oblică, cât mai aproape de ori- 
zontalitate si cu gura în imediata apropiere a flacaril. 

După executarea insamintari pe tuburile sau recipientele 
respective se noteaza Cu creionul dermatograf sau cerneala 
de scris pe sticlá numarul sau simbolul tulpinii și data 
însămânțarii. 

Mediile insámintate se pun la incubat la termostat. 
Temperatura la care se regleaza termostatul depinde de 
germenii a căror cultivare o urmărim. Majoritatea bacte- 
iilor patogene sint mezofile, temperatura lor optimă de 

dezvoltare fiind în jur de 37*C. 

Durata incubaţiei este, de asemenea, în funcție de specia 
microbianà. Majoritatea speciilor bacteriene dau culturi 
bine dezvoltate în timp de 24 de ore. 


TEHNICI DE SEPARARE ÎN CULTURI PURE A BACTERIILOR 
DIN MATERIALE CARE CONŢIN O FLORĂ MIXTĂ 


Materialul patologic din care se fac însămânțări, în vede- 
rea stabilirii diagnosticului bacteriologic, deseori conține o 
floră variată. În acest caz, prin insaminjarea obișnuită se 
obține o cultură mixtă. 

Pentru a izola o specie bacteriană în cultură pură, se 


Mee urmátoarele metode mecanice, fizice, chimice, bio- 
ogice. 
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Metode mecanice de izolare. Constau în împrăștierea 
materialului cu flora bacteriană mixtă pe suprafețe cît mai 
mari de mediu solid, astfel ca să se obțină colonii izolate. 
Dispersiunea se poate face pe suprafața agarului înclinat 
sau în plăci Petri. ; 

Se procedează astfel: pentru tuburile cu agar înclinat se 
recoltează materialul cu acul și se însămânțează mai multe 
tuburi plimbind acul pe suprafața mai multor medii solide 
pînă la epuizarea materialului. 

În plăci Petri: pe suprafața agarului se pune o picătură 
din material și se împrăștie cu ajutorul acului executând 
linii paralele perpendiculare unele pe altele pornind de la 
picătura depusă. Împrăștierea se poate face și cu ajutorul 
spatulei Drigalsky (pipeta Pasteur îndoită la flacără). 

Izolarea se poate executa și pe medii lichide prin metoda 
diluțiilor preconizată de Pasteur. Rezultatele însă nu sint 
satisfăcătoare, deoarece cu greu se pot obţine în ultimele 
diluții bacterii apartinind unei singure specii. 

Metodele mecanice nu dau totdeauna rezultate chiar dacă 
dispersiunea se face pe medii solide, pentru că în materialul 
de examinat pot exista specii mobile ca Proteus vulgaris, 
care acoperă în scurt timp suprafaţa mediului inhibînd 

astfel dezvoltarea altor specii microbiene. 

Metode fizice de izolare. Se folosesc pentru izolarea 
bacteriilor sporulate. În acest scop materialul se însămân- 
țează într-un mediu favorabil dezvoltării speciei sporulate 
şi se încălzeşte timp de 10 minute la 75-—80*C, tempera- 
tură care distruge formele vegetative, fără să fie nocivă 
pentru spori. Aceeași metodă poate fi folosită şi pentru 
punerea în evidență a prezenței sporilor în materiale în 
care aceștia se găsesc în număr mic si nu sînt evidentiabili 
în frotiuri. 

Metode chimice de izolare. Se bazează pe adăugarea la 
mediu a unor substanţe bactericide sau bacteriostatice pen- 
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tru unele specii, dar inactive pentru specia care trebuie 


izolată. Pe acest principiu se bazează folosirea mediilor 


selective. 

în afara mediilor selective se poate folosi, în scopul izo- 
liri în cultură pură a unor specii, tratarea materialului 
microbian cu substanţe chimice, care au acţiune bactericidă 
asupra unor specii neavând acţiune nocivă asupra altora. 
Astfel este cazul bacilului tuberculozei. 

Metode biologice de izolare. Constau în inocularea ma- 
zerialului cu flora variata, la animalele sensibile faţa de 
specia pe care urmărim s-o izolăm. În acest caz, animalul 
îndeplineşte rolul unui filtru biologic, prin faptul că distru- 
ge la poarta de intrare germenii saprofigi, dar nu poate 
distruge germenii patogeni ce persistă și se multiplica în 
organismul animal, provocând, in majoritatea cazurilor, 
moartea acestuia. De la cadavru se fac insamintari din dife- 
rite organe si se obţin, de regulă, culturi pure. 


J 


PARTICULARITĂȚI PRIVIND IZOLAREA 
BACTERIILOR ANAEROBE 


Bacteriile prezintá variații considerabile în ceea ce pri- 
veşte necesitatea de oxigen, deosebindu-se din acest punct 
de vedere bacterii aerobe, anaerobe si facultativ anaerobe. 
Insamintate într-un mediu solid sau semisolid în coloană, 
se vor dezvolta la nivele diferite (cele aerobe mai la supra- 
față, cele anaerobe în profunzime, iar cele facultativ ana- 
erobe în toată coloana mediului). 

Pentru cultivarea bacteriilor anaerobe este necesar să se 
împiedice pătrunderea aerului în mediul în care se dezvoltă, 
deoarece chiar dacă mediul conţine toate elementele nutri- 
tive, nu va permite dezvoltarea acestora în cazul prezenţei 
oxigenului. 
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Mediile lichide sau solide pentru bacteriile anaerobe, ime- 
diat după sterilizare prin fierbere sau autoclavare, nu conțin 
aer și pot fi insaminfate cu germeni anaerobi. Pentru a 
împiedica pătrunderea oxigenului în mediile lichide însa- 
mânţate, tubul se închide ermetic sau suprafaţa mediului se 
acoperă cu o substanţa impermeabilă pentru aer, cum este 
oleul de parafină. Oxigenul dizolvat in mediu lichid se 
poate îndepărta prin adaugarea unor substanţe chimice sau 
produse biologice cu proprietăţi reductoare. Același rezultat 
se obţine si prin introducerea portiunilor de țesuturi vege- 
tale sau animale, ca felii de morcov, cartof, fragmente de 
muşchi, rinichi, creier, ficat, albus de ,ou fiert care au o 
acțiune dezoxigenantă, datorită în mare parte conţinutului 
lor in cisteina. 

Mediile uzuale anaerobe lichide la suprafața cărora nu 
s-a adăugat un strat izolator de oleu de parafină trebuie 
să fie regenerate înainte de însămânţare. Regenerarea consta 
în fierberea mediilor timp de 10 minute într-o baie de apă 
şi are ca scop eliminarea oxigenului care s-a acumulat 
între timp în mediu. 

Operația de insamintare se execută la fel ca pentru bac- 
zeriile aerobe, cu următoarele deosebiri: 

-Geloza Veillon se insaminteaza în stare lichefiata si ra- 
citi la 45°C. După insamintarea gelozei Veillon tubul se 
agită, în vederea ráspindirii uniforme a germenilor în masa 
mediului, având însă grijă să nu se formeze bule de aer. 
După aceea mediul se solidifică brusc, prin introducerea 
tubului într-un vas cu apă rece. Mediile însămînțate și no- 
tate se incubează apoi tot la temperatura de 37*C (tempera- 
tura optimă pentru majoritatea speciilor patogene). 

In medii solide pătrunderea oxigenului este împiedicată 
prin repartizarea mediului în tuburi înguste şi înalte, ast- 
fel ca să se obțină o coloană cît mai înaltă. Anaerobii: se 
dezvoltă în straturile profunde ale mediului, dar nu. la 
suprafața sa. 
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Pentru cultivarea anaerobilor se folosesc curent bulionul 


cu carne, mediul VF şi geloza Veillon. 


Anaerobioza se poate obtine si prin alte procedee, inde- 
partindu-se aerul dintr-un spațiu ermetic inchis. Aceasta 
se poate realiza prin diferite metode și anume metode 
fizice, chimice şi biologice. 

Metode fizice. Constau in extragerea aerului cu o 
pompà de vid dintr-un recipient ermetic inchis denumit 
anaerostat. Anaerostatul este un recipient metalic de 
forma cilindrică, care se poate închide ermetic. E pre- 
văzut cu o tubulură laterală ce poate fi închisă sau des- 
chisă cu ajutorul unui robinet. Pe tubulura laterală se 
găseşte un. vacuummetru. Prin tubulura la care se adaptea- 
ză tubul unei pompe de vid se scoate aerul din aparat, cre- 
indu-se astfel condiții de anaerobioza necesare cultivarii 
bacteriilor anaerobe. Presiunea din interiorul recipientului 
trebuie redusă pînă la 0,02 mm mercur. Prin acest pro- 
cedeu, se feuşeşte să se cultive chiar bacteriile strict an- 
aerobe pe suprafața agarului în plăci Petri. Aerul atmos- 
feric extras cu pompa de vid poate fi înlocuit cu hidrogen 
sau azot. 

Metode chimice. Se bazează pe faptul că unele combi 
napi chimice au loc cu consum de oxigen. Se pot folosi 
două tehnici: 

1. Mediile însămînțate se introduc într-un exicator 
în care se pun substanțe chimice ca acidul pirogalic si 
hidroxidul de potasiu (1 ml soluție de pirogalol 20% ŞI 
1 ml hidroxid de potasiu soluţie saturată). Reacţia dintre cele 
două substanțe asigură absorbția unui volum de 44 cm? 
oxigen care se gasesc în 220 cm? aer. 

2. Materialul se insiminteaza pe suprafața unei plăci 
Petri. Pe capacul plăcii se fixează cu leucoplast sau © 
bandă adezivă. un plic de hirtie cu următorul amestec: 
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— pirogalol 
— carbonat potasiu 
— pămînt infuzorii 


Un m 
M gc ue 


Amestecul se repartizează în plicuri câte 2 g. 

Dupa fixarea plicului, placa se închide fixînd capacul 
de fundul plăcii printr-o bandă adezivă creindu-se astfel 
un spaţiu închis. Plăcile se pot incuba cîteva zile la 37°C. 

Se poate proceda si altfel: se fixează plicul pe capacul 
plăcii (în exterior), apoi fundul cutiei care conține mediul 
însămințat se răstoarnă peste capac si cu o bandă adezivă 
se fixează cele două parti între ele. Incubarea se face cu 
capacul deschis în jos. 

Metode biologice. Au fost imaginate de Fortner si 
constau în cultivarea într-un spaţiu închis a unei specii 
bacteriene aerobe, împreună cu una anaerobă. 


Fig. 10 — Cultivarea bacteriilor anaerobe în plăci 
Penni: 

1 — stratul de agar insimintat în suprafaţă; 2 — plicul cu 

amestec de pirogalol, carbonat de potasiu şi pămînt de infuxori 
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Separarea in culturi pure a bacteriilor anaerobe din 


materiale confinind o floră mixtă 
Dacă materialul este putrefiat gi se urmărește izolarea 
unei specii anaerobe sporulate, este necesar să se încălzească 
mediile însamâînţate, vimp de 15—30 minute, la 70?C, pen- 
tru a distruge flora de putrefacție nesporulată. 
în cazul cînd se obţin în medii lichide, culturi mixte de 
germeni sporulayi, izolarea se poate face prin metoda dilu- 
wilor în geloza Veillon. Din cultura mixtă în mediu lichid 
se însămânţează o picătura cu ansa într-un tub cu geloză 
Veillon. Din acesta se trece cu pipeta, atit cît se ia prin 
capilaritate, in alt tub cu geloza Veillon repetindu-se în 
acelaşi fel transplantarea în mai multe tuburi. Astfel, în 
ultimele se obţin colonii izolate și puţine. Din coloniile cu 
aspect caracteristic se fac transplantări pe medii pentru 
anaerobi aspirind colonia cu o pipeta la care s-a atașat un 
tub de cauciuc pentru a se manipula mai ușor. Dacă colonia 
se găsește în profunzimea mediului, tubul se taie în dreptul 
coloniei, fragmentul de mediu în care se găsesc coloniile se 
răstoarnă într-o cutie Petri sterilă, după care se face 
transplantarea din colonia cea mai caracteristică. O altă 
metodi este dispersiunea pe suprafața mediilor solide, iden- 
zică cu cea folosită pentru bacteriile aerobe, exceptind con- 
ditiile de incubare. 

Metode de cultivare a germenilor în atmosferă de 
bioxid de carbon. Unele bacterii se incubează în atmosferă 
de CO». La aceste specii bacteriene nevoia de CO, este mai 
accentuată în momentul izolării. Concentrația de CO» tre- 
buie să fie de aproximativ 10—200/0. 

Metodele de creare a atmosferei cu CO»: 1) tuburile cu 
mediile însămânțate se introduc Într-un anaerostat. Alături 
se așază o cantitate de gheaţă carbonică (0 linguriţă pen- 
tru 5 | aer), apoi se Înșurubează imediat capacul anaero- 
statului; 2) prin tubulura laterală a anaerostatului se intro- 
duce cantitatea necesară de CO», fie direct dintr-o butelie, 
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fie o cantitate măsurată. Practic, pentru masurarea volt 
mului de CO», se poate folosi o camera de minge de 


fotbal. 


EXAMENUL CARACTERELOR CU LTURALE 


Bacteriile dezvoltindu-se pe medii de cultură, dau 
aspecte diferite şi unul din criteriile de identificare îl con- 
stituie examenul caracterelor culturale. La examinarea 
caracterelor culturale, se vor lua în considerare diferite 
aspecte ce le prezintă culturile în medii lichide și pe medii 
solide. 

în medii lichide bacteriile se dezvolta diferit, unele tul- 
bură uniform mediul, altele formeaza membrană, altele 
depozit. În general, în cazul culturilor în medii lichide 
se examineaza următoarele caractere: turbiditatea, depozi- 
tul, suprafaţa. 

Turbiditatea poate fi accentuată sau discretă sau poate 
să lipsească, mediul fiind în acest caz limpede. 

Depozitul poate fi absent sau prezent. În cazul cînd 
există, poate fi mic sau abundent, pulverulent, granular, 
floconos „membranos sau vîscos, omogenizabil. sau neomo- 
genizabil la agitare. 

La suprafață, se formează uneori un inel, pelicula sau 
membrană care poate fi subțire sau groasă, cu suprafața 
netedă, granulată, aspră sau increfita. 

Pe medii solide, bacteriile multiplicindu-se pe suprafața 
mediului constituie aglomerări denumite colonii. Coloniile, 
fiind formate dintr-un număr imens de germeni, sînt 
vizibile cu ochiul liber sau cu lupa. Dimensiunile şi forma 
variază. În cazul culturilor de pe suprafața mediilor, solide 
se examinează: forma coloniilor, dimensiunea, aspectul pe 
secțiune (profil), suprafaţa, marginile, culoarea, opacitarea, 
consistenţa, emulsionabilitatea, deosebindu-se diferite as- 
pecte, astfel: 
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| — forma poate fi circulară, neregulată, radiara, rizoida; 
pot fi diferite, diametrul coloniilor 


__ dimensiunile 


La 
variind de la 0,1 mm la 3—4 mm sau mai mult; 
2 — aspectul pe secțiune poate fi: plat, reliefat, concav, 


ombilicat, convex cu suprafața papilara; 

4 — suprafaţa poate fi: netedă, aspră, granulara, lucioasă 
sau mata; 

* — marginile sint regulate sau neregulate; 2 

Q — din punctul de vedere al opacitátii, coloniile pot fi 
transparente Sau opace; 

"— consistenţa poate fi viscoasa, friabila; 

— emulsionabilitatea poate fi uşoară sau dificilă, obti- 
nindu-se suspensii fie omogene, fie granulare, fie membra- 
noase; 

à — culoarea, în cazul când coloniile sînt pigmentate se 
pot deosebi pigmenți de diferite culori: albi, galbeni, verzi, 
roşii, portocalii etc. 

Pentru identificarea speciilor bacteriene, se examinează 
aspectul cultural atît pe medii solide cît și în cele lichide, 
| deoarece unele bactemi apartinind diferitelor specii, deşi 
au aspecte culturale asemănătoare în medii lichide, pe 
medii solide formează colonii cu aspect caracteristic sau 
invers. 
` Bacteriile anaerobe în medii lichide, în general, nu au 
un aspect caracteristic, toate tulburînd uniform mediul. În 
mediul solid (geloza Veillon), formează însă doua feluri de 
colonii. Bacteriile mobile produc colonii pufoase, de exem- 
plu, Cl. tetani, Cl. chauvoei, iar cele imobile produc colo- 
nii lenticulare, de exemplu, Cl. perfringens. 


^ 


^ METODE DE PUNERE ÎN EVIDENŢĂ A MOBILITĂŢII 
BACTERIILOR PE BAZA ASPECTULUI CULTURAL 


„Metoda ínsámintárii în lichidul de condensare. Se exe- 
cutá însămânțarea cu ansa într-un tub cu agar inclinat, in 
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lichidul de condensare de la fundul tubului, ferind atinge- 
rea mediului cu ansa în alte porţiuni. Se incubează mediul 
însămînţat timp de 24 de ore la 37°C. O bacterie imobilă 
nu se dezvoltă în acest caz decît la fundul tubului. Bacte- 
tiile mobile nu rămîn însă cantonate în zona însămînțata 
şi invadează mediul acoperindu-l uneori în întregime. 
Această metodă este aplicabilă numai în cazul bacteriilor 
foarte mobile ca cele din genul Proteus sau unele specii 
de Bacillus. 

Metoda cultivării în medii semisolide. Dacă se insamín- 
țează prin înţepare o bacterie imobilă în agar moale, ea 
se dezvoltă numai de-a lungul liniei parcurse de ansa, 
restul mediului ráaminind limpede. În aceleași condiții de 
“ lucru, o bacterie mobilă invadează întreaga masă a mediu- 
lui opacifiindu-l uniform. 

Metoda tubului în U. Metoda tubului în U (după 
Vahlne) sau metoda transmigrafiei: se confecționează 
tuburi în formă de U din ţeavă fuzibilă, avînd lumenul 
cu diametrul de 5—6 mm. Lungimea unei ramuri trebuie 
să fie de aproximativ 8—10 cm. În aceste tuburi, se repar- 
tizeaza un mediu de cultura-agar nutritiv 0,2—0,4%/0. 
Mediul de cultură ajunge în ambele ramuri ale tubului la 
1/2 din înălțimea acestora. Ambele extremităţi se astupă 
cu dopuri de vată, după care se sterilizează prin autocla- 
vare. După solidificarea mediului într-una din ramurile 
tubului se însămânţează, în condiții sterile, tulpina bacte- 
riană de examinat. Tuburile însămînţate se incubeaza la 
termostat la 37?C, urmărindu-se din timp în timp. 

Speciile bacteriene imobile se dezvoltă numai în ramura 
în care s-a facut insamintarea şi numai de-a lungul liniei 
de insámintare, în timp ce speciile bacteriene mobile difu- 

zează în toată masa mediului, producind o turbidivate 
uniformă a acestuia, invadîndu-l pînă la suprafaţa mediu- 
lui din ramura opusă, 
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Cu privire la oportunitatea aplicării diferitelor metode 
de punere în evidență a cililor se va alege o metodă sau 
alta în funcție de scopul urmărit. Metodele de colorare 
nu au aplicaţii curente. Ele se folosesc mai mult în scopuri 
didactice, pentru demonstrarea morfologiei cililor. Metoda 
indirectă a examenului în picătură suspendată sau între 
lamă şi lamelă se practică cu rezultate bune, dar nu sînt 
totdeauna concludente în cazul bacteriilor slab mobile. 
Metoda însămințării în lichidul de condensare nu este 
aplicabilă decît în cazul germenilor foarte mobili (de ex., 
Proteus vulgaris). Metoda tuburilor în U poate fi conside- 
rati cea mai bună, dă rezultate si în cazul speciilor slab 

mobile şi este astăzi cel mai frecvent utilizata. 


METODELE DE CONSERVARE A TULPINILOR 
BACTERIENE ÎN COLECȚII 


După izolare si identificare, unele tulpini bacteriene se 
introduc în colecţia laboratorului pentru a se continua 
studierea lor în vederea identificării sau pentru a se face 
diferite cercetări. 


Conservarea tulpinilor bacteriene se poate face prin 
diferite metode. 


- a) În culturi, asigurîndu-se anumite condiții, un mediu 
e de cultură corespunzător, anumită temperatură, evitarea 
" acțiunii factorilor nocivi ca lumina, uscăciunea gi trans- 
plantări periodice. După cum se vede în tabelul 31, mediul 


4 de cultură, temperatura și intervalul maxim de transplan- 
j tare variază în raport cu specia bacteriană. 

4 1 rem a se evita uscarea mediilor, recipientele (tuburi, 
4 a oane) se închid cît mai etanș prin diferite sisteme: 
E — închidere la flacără; 

E — inchiderea cu dopuri de plutá, introduse peste dopul 
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Condiţiile de conservare în culturi v 


| 


| 


TABELUL 31 
ii a unor specii bacteriene 


Nr. Genul sau specia Mediul optim ''empera- Lp edi Opsir 
ert. bacteriană pentru conservare |tura optima] Ye transplan- 
tare 
1 Stafilococi, coli- | Agar moale | -4*C | 90 zile 
bacili, salmonele, 
proteus 
2 Pasteurella multo- | Bulion +18°C | 30 zile 
cida | | 
- Tell MTS TA Ie HE DEIN S en |- -| Să a 
3 Actionobacillus Cartof gliceri- --18*C | 30 zile 
mallei, Brwcella nat | 
F 4 | Actinobacillus Bulion +18°C | 10 zile 
lignieresii 
5 Streptococi Bulion cu ser --49C | 30 zile 
NE Bacilul rujetului | Bulion +4% | 60 zile 
j şi listeria 
7 Sphaerophorus Bulion cu car- | --18*C 6 zile 
necrophorus ne gi ser 
8 | Genul Bacillus Agar inclinat +18°C | cîțiva ani 
9 Genul C/osividiwum | Gelozá Veillon +18*C | cîțiva ani 
10 | Genul Leptospira | Mediul Kort- +18% | 14—20 zile 
hof 
11 M. tuberculosis Mediul Lówen- +18°C | 90 zile 
stein sau car- 
tof glicerinat 
12 Genul Corynebac- | Bulion sau bu- +18°C | 30—60 zile 


terium (C. pyoge- 
nes, C. venale, C. 
equi, C. pseudotu- 
berculosis 


lion cu ser in 
functie de spe- 
cie | 
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le va tă după ce acesta a lost in prealabil irs puţin T 

| € t e ` * 

impins în interiorul tubului; 

olal | b è * 1 
aplicarea unei benzi de leucoplast sau scotch peste 


dupa ce acesta a fost impins in interioru 


dopul de vata E 
tubului și paralinare; mee "s 

astupare cu o rondelă de sticla, după înfundare 
dopului de vata; acesta se fixează cu un strat gros 
velatina glicerinata, se lasă sa se usuce și se acopera 
un strat de lac; 

— folosirea tuburilor prevazute cu capace care se fixea- 
ză prin înșurubare sau alte sisteme. 

b) Uscare la temperaturi peste 0°C. Se poate folosi 
pentru conservarea speciilor sporulate. Se introduc în cul- 
turi fire de mătase, bucatele de burete steril şi apoi se 
usucă prin evaporare lentă în recipiente închise, sterile. 


c) Congelarea se realizează în congelatoare la tempera- 
turi scăzute între —20?C si —90*C. 

d) Liofilizarea este o operație de uscare a materialului 
prin înghețare în vid. Se realizează în aparat special — 
liofilizator. Materialul de conservat se introduce în fiole 
speciale în condiţii de stricta sterilitate, se supune înghe- 
țului asezind fiolele într-o baie de gheaţă carbonica si apoi 
fiolele se adaptează la o pompă de vid şi se fin astfel 
pîna cînd pojghita de gheață de pe perete se desprinde. 

Fiolele cu materialele liofilizate se păstrează în general 
la frigider. : 


Conservarea culturilor bacteriene omorite. Pentru a se 
pastra timp mai indelungat diferite aspecte culturale, cul- 
turile se inactivează în general cu formol procedindu-se 


astfel: 


. 7— Pentru culturile in tuburi se moaie în formol partea 
inferioară a dopului de vată, se pune dopul la loc si se lasă 
tuburile la temperatura camerei sau la termostat 24— 
48 ore. 


271 


— Pentru culturi în plăci Petri se moaie o hîrtie de 
filtru in formol, se pune în capacul plăcii, se lasă 48 ore, 
apoi se scoate si se fixează capacul placii cu parafina. - 


hz a 


“DETERMINAREA NUMĂRULUI DE BACTERII 
DINTR-UN PRODUS 


| Determinarea numărului de bacterii dintr-un produs 
poate să prezinte interes sub două aspecte. 
1. Numărul total de germeni, care poate fi determinat 
prin: 
$ examen microscopic în frotiuri colorate prin metoda 
ie Gram sau al membranelor filtrante după filtrarea lichidului 
examinat; 
ə metoda nefelometrică (cu scara Brown sau Mac Far- 
land). 
2. Numărul total de germeni vii, pentru aprecierea 
227 cáruia se pot folosi mai multe metode printre care sint 
mai frecvent folosite metoda culturilor în plăci și metoda 
dilugilor. 

Determinarea numărului total de germeni prin examen 
microscopic. Se numără bacteriile in frotiuri dupà ce se 
calculează în prealabil suprafața cimpului microscopic în 
microni si numărul câmpurilor microscopice într-un cm? 
(100 mm?), ceea ce se numeşte factorul microscopului 
(MF). 

Metoda nefelometrică. Pentru a stabili numărul de ger- 
meni dintr-o cultură sau suspensie microbiană, se compară 

j turbiditatea acesteia cu turbiditatea unor diluņi standard 

f de germeni sau de pulberi inerte (clorurà de bariu, suclà 

| pirex pisată). 

| O întrebuințare largă în numărătoarea germenilor prin 
metoda nefelometrică o au scările nefelometrice Mac Far- 
land şi Brown. 
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Metoda culturilor in plăci, Din material de examinat 
se la diluyu din 10 in 10, procedindu se astlel 
i lnitr-o serte de tubuti sterile se repartizeaza cite 5 ml 
bulion, apoi în primul tub se pun 0,5 ml din materialul 
de examinat Şi Se omogenizeaza bine. 


Cu altă pipeta gradata se trec 0,5 ml din primul tub în 


al doilea tub şi se omogenizcaza. Din al doilea tub se trec 
0.5 ml în al treilea tub s.a. m.d., schimbind pipeta la fiecare 
diluue. Ultima dilutie va fi aceea la care se apreciază ca 
numărul de bacterii este foarte mic. 

Din dilugile executate se fac insamintari in plăci Petri, 
introducind cite 1 ml din fiecare dilupie într-o placa. Re- 
zultate mai exacte se obţin dacă se insaminteazá cite 2 
plăci pentru fiecare dilutie. 
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g Schema exeoutánii diluţiilar si însămînțării pentru metoda 


numărării bacteniilor în plăci 
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În fiecare placă, se toarnă apoi peste suspensie agar to 
pit şi răcit la 45°C. Se omogenizează bine astfel ca bac 
teriile să se răspindească uniform, în vederea obținerii de 
colonii izolate. Se consideră că o colonie izolata este re 
zultatul multiplicării unei singure celule bacteriene. 

Plăcile insámintate se pun la termostat și după 24 ore 
se numără coloniile care au rezultat din fiecare diluție. 

Coloniile dezvoltate în plăci se pot număra direct sau 
cu ajutorul lupei, dacă numarul lor este redus. 

Dacă numărul coloniilor din plăci este mare, coloniile 
se numără cu ajutorul unor plăci prevăzute cu o rețea de 
pătrate, gravată în sticlă. Dintre placile mai frecvent fo- 
losite, menționăm plăcile Wolfhügel şi Lafar. 

Placa Wolfhiigel este împărțită în 144 suprafeţe a 1 cm?. 
Placa Lafar este rotundă şi cuprinde 6 sectoare, fiecare 
subdivizat în 10 suprafeţe de 1 cm?. 

Una din aceste plăci se așază sub placa Petri și se nu- 
mără coloniile din 10—20 suprafețe de 1 cm2. Apoi se 
face media pentru 1 cm?. Pentru aflarea numărului total 
de colonii din placă se înmulțește numărul aflat pe cm? 
cu suprafaţa plăcii. 


Fig, 12 — Plăci penou numărărori de bacterii: 
a — placa Lafar; b -— placa Walfhúgel 
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Pentru a se afla numărul de germeni din materialul exa- 
minat, se înmulțește numărul coloniilor existent într-o pla- 
cà cu diluția respectiva. De exemplu, daca în placa insa- 
nintatà cu 1 ml din dilutia 1/10 000 s-au dezvoltat 20 colo- 
aii într-un ml] din materialul inițial au fost 20X 10 000 
—200 000 germeni. Pentru a obține rezultate mai precise, 
se numără coloniile din mai multe placi, se înmulțește fie- 
care cifră aflată cu diluţia respectiva și apoi se face media 
aritmetică. 

Metoda dilutiilor. Prin această metodă se determină nu- 
mărul aproximativ de microorganisme vii, din materialul 
de examinat, capabile.sá se multiplice într-un mediu lichid. 
În principiu se procedează astfel: 

Se fac dilutii seriate si se însămînțeaza cite 1 mL într- 
un mediu lichid convenabil dezvoltării bacteriilor. "Dupa 
incubare, se notează dilufia cea mai mare în care cultura 
este dezvoltată şi pe baza acesteia se apreciază numărul 
de bacterii din proba inițială folosind tabelele prevăzute 
în standardele de stat pentru diferite produse. 

“Metoda are un grad mare de eroare și pentru a se evi- 
ta pe cit posibil erorile, din fiecare dilutie se insaminteaza 
mai multe eprubete si se apreciază numărul aproximativ 
de germeni din suspensie luînd în considerare numarul 
culturilor pozitive din ultimele dilugi. Cu ajutorul unor 
tabele se stabilește numărul de bacterii pe unitate de volum. 

. Metoda diluţiilor se foloseşte curent pentru determina- 
rea numărului de microorganisme din grupul coli-aerogenes 
în probe de apă și lapte. 

Determinarea numărului de bacterii din grupul col? prin 
metoda dilutiilor se bazează pe proprietatea pe care o au 
aceste bacterii de a fermenta lactoza dintr-un mediu lacto- 
zat lichid cu producție de gaze. În acest scop se poate folosi 
mediul Kessler — Swenarton în eprubete cu tuburi Durham. 

De exemplu, pentru stabilirea indicelui coli în probe de 
lapte se procedează astfel: se fac dilupii 1/10, 1 1100, 1/1000, 
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1/10 000, 1/100 000. Din fiecare dilutie cât şi din proba 
de lapte integral se însămânțează cite trei eprubete cu 
mediu lactozat (1 ml în fiecare), se incubează la 37*C 
timp de 48 ore. Dacă nu s-au produs gaze, testul este con- 
siderat negativ, dacă fermentarea a avut loc cu producție 
de gaz (gazul ocupă cel puţin 1/10 din înălțimea tubu- 
lui Durham), testul este considerat pozitiv. Se notează 
numărul eprubetelor pozitive de la ultimele diluţii în care 
a avut loc fermentarea şi cu ajutorul tabelelor prevăzute 
în standardele de stat se determină MPN (most probable 
number = numărul probabil de germeni) din grupul col; 
pe mililitru de lapte. /^ «7 
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€ TEHNICA EXAMINĂRII CARACTERELOR 
METABOLICE SAU BIOCHIMICE 


Un al treilea grup de caractere la care se recurge în sco- 
pul identificarii bacteriilor îl constituie caracterele biochi- 
mice. Ele constau în punerea în evidență a echipamentului 
enzimatic al bacteriilor, diferit de la o specie bacteriană la 
alta, prin așa-numitele „reacţii“ sau „teste biochimice“. Pen- 
tru executarea lor se folosesc medii, care conţin substratu- 
rile față de care se impune investigarea activităţii enzimatice. 

Punerea în evidență a fermentilor bacterieni prin teste 
biochimice se rezumă la două categorii de metode mai im- 
portante: 


1. Metode prin care se urmărește în mod direct acfiu- 
nea bacteriei asupra unui substrat. În acest caz se observă 
însăşi modificarea fizică sau chimică a substratului (de ex., 
lichefierea gelatinei, lichefierea serului coagulat etc). 

2. Metode în care nu poate fi observată în mod direct 
modificarea substratului, dar prin care se pun în eviden- 
fa, cu ajutorul diferiților reactivi, metabolifii rezultați din 
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scindarea substratului în urma 


acțiunii fermentilor bacte- 
rieni (de ex., triptofanaza nu se pune în evidență printr-o 
modificare vizibilă a triptofanului din mediu, ci prin pu- 
nerea în evidență a indolului, metabolit rezultat din des 
compunerea triptofanului). 


În funcţie de natura fermentilor bacterieni si a substra- 
turilor corespunzătoare, reacțiile biochimice pot fi impar- 
ute în cinci grupe: 

a) reacții prin care se pun în evidență fermentii activi 
fața de glucide sau polialcooli; 
® b) reacţii prin care se pun în evidență fermenti activi 
fața de substanţe organice, foarte variate din punct de 
vedere al complexității structurale, care conţin azot (de 
la uree la proteine macromoleculare); 

7.-C) reacţii prin care se pun în evidența fermentii bacte- 
rieni Oxidanti sau reductori; 

%).d) reacții care urmăresc posibilitatea folosirii ca sursă 
de hrană pentru unele specii bacteriene ale anumitor sub- 
straturi, care nu pot fi asimilate de alte specii bacteriene: 
@. e) reacţii biochimice complexe. 


REACȚII DE PUNERE ÎN EVIDENŢĂ 
A ACTIVITĂŢII ENZIMATICE FAŢĂ, DE GLUCIDE 
ȘI POLIALCOOLI 


In vocabularul curent de laborator, se foloseşte pentru 
desemnarea glucidelor şi polialcoolilor, termenul de o în- 
doielnică exactitate științifică de „zaharuri“, iar pentru de- 
semnarea activității bacteriilor faţă de acestea, termenul 
de „proprietăţi zaharolitice* sau „fermentarea zaharurilor”. 

Numeroase specii bacteriene au proprietatea de a des- 
compune substanțele hidrocarbonate cu formare de alde- 


hide, acizi și gaze, ca: COX Ha, CH4./De exemplu, fer- 
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mentarea glucozei sub acțiunea enzimelor 
conform ecuaţiei: 


CsH120 TN 2CoH5OH + 2CO, 


se poate produce 


Pentru a pune în evidenţă această proprietate, bacteriile 


se cultivă pe medii lichide sau solide, la care se adaugă 
substanţele respective si un indic 


ator al reacției mediului, 
Substanțele hidrocarbonate frecvent folosite sînt: 
Alcooli superiori: — alcooli trivalenti : glicerol; 
— alcooli tetravalenti : eritritol; 
— alcooli pentavalenti : adonitol; 
— alcooli cu 6 atomi: manitol, dul. 
citol, sorbitol, inozitol. 

Glucide: — pentoze: arabinoza, xiloza, ram- 

noza; 

— hexoze: glucoza (dextroza), levulo- 
za (fructoza), manoza, galactoza: 

— dizaharide: maltoza, lactoza, zaha- 
roza; 

— trizaharide: rafinoza; 

— polizaharide : inulina, amidonul, 
glicogenul. 

Glicozide: — salicina, esculina. 

Tehnica punerii în evidență a proprietăților fermenta- 
tive ale bacteriilor este variată. Se pot întrebuința în acest 
scop medi; lichide sau solide. 

Medii lichide folosite mai frecvent sînt apa peptonată 
la care se adaugă soluţia de substanță hidrocarbonati în 
proporţie de 0,5—10/ si un indicator şi mediul Hiss cu 
indicator Andrade. 

Examinarea proprietăților zaharolitice în apa peptonată 
cu albastru de bromtimol. Apa peptonată se prepară ast- 
fel: la 100 ml de apă se adaugă peptonà 2 g si clorură de 
sodiu 0,5 g. Se încălzește. la 80—90°C pentru dizolvarea 
substanțelor adăugate, s 
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Se alcalinizează şi se încălzeşte 15 minute la 115€ 
apoi se filtrează și se sterilizeazá 20 minute la 112—115*C. 

La mediul astfel preparat se adaugă, în condiții sterile, 
soluțiile de substanţe hidrocarbonate care au fost preparate 
în prealabil, dizolvind substanța respectivă în apă disti- 
lată în proporție de 10%/, si au fost sterilizate prin tinda- 
lizare (cîte o oră la 100*C, 3 zile consecutiv). Substanțele 
hidrocarbonate se pot adăuga și înainte de sterilizarea 
apei peptonate, în acest caz, Însă mediul se sterilizează prin 
tindalizare. 

Ca indicator se foloseşte soluția de albastru de bromti- 
mol (pentru 1 | apa peptonată se adaugă 12 ml din so- 
luga preparata din: 1 g albastru bromtimol+25 ml NaOH 
n/104-475 ml apă distilată). Indicatorul se poate adăuga 
după dezvoltarea bacteriilor în momentul citirii rezulta- 
tului, introducînd în cultură 2—3 picături. Dacă se ur- 
mărește reacția mai mult timp, se preferă ca indicatorul 
să se adauge la apa peptonată înainte de sterilizarea me- 
diului. >y ka At F OAR 

Examenul proprietăților zaharolitice în mediul Hiss cu 
indicator Andrade. Mediul Hiss se prepară astfel: 

La 1400 ml apă se adaugă Z g peptona gi 1,4 g PO/HNa> 
$i sé ajustează pH-ul la 7,8. Se fierbe, se filtrează prin 
hîruie de filtru si se sterilizează la autoclav cu capacul 
neingurubat, în vapori de apă, ia 100°C. După sterilizare; 
se adaugă 11 ml din soluția sterilă de indicator Andrade. 
La acest mediu se adaugă soluţiile de zaharuri, astfel încît 
concentraţia finală în mediu să fie de 1%. E 

Indicatorul Andrade se prepară astfel: la 100 ml apa 
distilată se adaugă 0,5 g fucsină acidă şi 16 ml soluție 
normală NaOH, pînă. la: decolorare. Adăugarea soluției 
de NaOH se face. picătură cu picătură. Indicatorul se ste- 
rilizează prin autoclavare 30 minute, la 115°C.. 
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. Mediul Hiss cu indicator Andrade este incolor. Ín urma 
fermentàrii substanţei hidrocarbonate din mediu, culoarea 
indicatorului virează în roşu, 

Unele bacterii fermenteazá substanţele hidrocarbonate 
cu producție de gaz. Pentru a pune în evidența acest ca- 
racter în mediile lichide amintite, se introduc, înainte de 
sterilizare, tuburi mici (Durham) cu gura în jos. În cazul 
cînd reacția are loc cu producere de gaz, în tubul Durham 
se acumulează bule de gaz. 

Activitatea fermentativà față de o substanță hidrocar- 
bonatà poate fi determinată şi sub aspect cantitativ. În 
acest scop se titrează cantitatea de acid rezultată în me- 
diu, prin neutralizare, cu o soluţie normală de hidroxid 
de sodiu. În funcție de cantitatea de hidroxid de sodiu, 
consumată pentru neutralizare, se calculează cantitatea de 
acid, formată în urma dezintegrării substanţei hidrocar- 
bonate. 

În acelaşi scop se poate recurge și la determinarea elec- 
trometrică a pH-ului sau la determinarea colorimetrică a 
pH-ului final cu hírtie indicator universal sau cu com- 
paratorul Hellige. 

Mediile solide întrebuințate pentru a examina proprie- 
tățile fermentative ale bacteriilor, fiind folosite în majo- 
ritatea cazurilor ca medii de diagnostic diferenţial, au fost 
descrise la mediile speciale de cultură (vezi pag. 243, 248). 

t Testul de hidroliză a amidonului. Bacteriile se insimin- 
țează în placa cu gelozá care contine 0,20/ amidon solu- 
bil. După dezvoltarea culturii, suprafața mediului se aco- 
pera cu soluție Lugol sau soluţie saturată de iod (20 g iod 
$i 100 ml alcool etilic de 50%). Mediul se colorează în al- 
bastru-violaceu, datorită prezenței amidonului, dar în ju- 
rul coloniei cu bacterii care au hidrolizat amidonul se ob- 
servă zone necolorate. 
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Mediul Hiss cu indicator Andrade este incolor. În urma 
fermentării substanței hidrocarbonate din mediu, culoarea 
indicatorului virează în roşu. 


Unele bacterii fermentează substanţele hidrocarbonate 
cu produce de gaz. Pentru a pune în evidență acest ca- 
sacter în mediile lichide amintite, se introduc, înainte de 
sterilizare, tuburi mici (Durham) cu gura în jos. În cazul 
cînd reacția are loc cu producere de gaz, în tubul Durham 
se acumulează bule de gaz. 

Activitatea fermentativă faţă de o substanță hidrocar- 
bonată poate fi determinată și sub aspect cantitativ. În 
acest scop se titrează cantitatea de acid rezultată în me- 
diu, prin neutralizare, cu o soluție normală de hidroxid 
de sodiu. În funcţie de cantitatea de hidroxid de sodiu, 
consumată pentru neutralizare, se calculează cantitatea de 
acid, formată în urma dezintegrării substanţei hidrocar- 
bonate. 

În acelaşi scop se poate recurge și la determinarea elec- 
trometrică a pH-ului sau la determinarea colorimetrică a 
pH-ului final cu hírue indicator universal sau cu com, 
paratorul Hellige. 

Mediile solide întrebuințate pentru a examina proprie- 
táfile fermentative ale bacteriilor, fiind folosite în majo- 
ritatea cazurilor ca medii de diagnostic diferenţial, au fost 
descrise la mediile speciale de cultură (vezi pag. 243, 248). 
t Testul de hidroliză a amidonului. Bacteriile se însămîn- 
țează în placa cu geloză care contine 0,20%, amidon solu- 
bil. După dezvoltarea culturii, suprafaţa mediului se aco- 
pera cu soluţie Lugol sau soluție saturată de iod (20 g iod 
și 100 ml alcool etilic de 50%). Mediul se colorează în al- 
bastru-violaceu, datorită prezenței amidonului, dar în ju- 
rul coloniei cu bacterii care au hidrolizat amidonul se ob- 
servă zone necolorate. 
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REACŢII DE PUNERE ÎN EVIDENŢĂ 
A ACTIVITĂŢII ENZIMATICE 
FAŢĂ DE SUBSTANŢE OR GANICE 
CE CONŢIN AZOT g 


Testul de hidroliză a ureei, Proprietatea unor specii 
bacteriene de a hidroliza ureea se pune în evidență pe di- 
ferite medi; de cultură, lichide sau solide, care conțin ca 
substrat uree, cum este mediul Christensen. „ 


Mediul Christerisen: 


~ 


z- glucoză, . Ne e aa aie V. ple 
— peptoni it runt PEDI S M D E 
— NaCl deme Cata pi cai ea IS ATAR 
— roşu fenol A o E. 0,012 g 
axle. de apare ES : 20 g 
— apă distilată . . OOO ml 


ph-ul se ajusteazá la 6,8. 
Mediul se sterilizeaza, după care se adaugă înainte de 
solidificare 20 ml dintr-o solutie de uree 200/0, sterilizată 
prin filtrare. După repartizare în tuburi, mediul se pune 
la solidificat în poziţie înclinată. Datorită reacției slab 
acide mediul are o culoare albă-gălbuie. 
in urma insamintárii unei bacterii care hidrolizează 
uréea, mediul, initial galben, se colorează în roşu, datorită 
virárii rogului fenol în prezenţa amoniacului, metabolit 
rezultat din descompunerea ureei. 


f.) ^ . v LÀ 
A ; Metode pentru punerea in evidenţă a produșilor 
N rezultați din dezintegrarea unor aminoacizi 


Metode pentru punerea în evidență a indolului. Unele 
acterii cultivate în bulion sau apă peptonată au proprie- 
tatea de a dezintegra triptofanul. Triptofanaza oxidează 
lanțul lateral al triptofanului, rezultind indolul. Ca me- 
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diu de cultură pentru punerea în evidență a indolului se 
preferă apa peptonată fără zaharuri, pentru ca uneori în 
bulion sau în apă peptonată cu zaharuri nu se obțin re- 
zultate, chiar dacă bacteria este indoligena. 

Punerea în evidență a indolului prin reacția Salkovski: 
la cultura în mediul lichid (aproximativ 10 ml) se adaugă 
1 ml soluție de nitrit de potasiu 0,02%/0 şi apoi acid sul- 
furic. În cazul reacției pozitive mediul se colorează în roșu. 

Punerea în evidență a indolului cu diferiți reactivi: se 
cultivă germenul de examinat în apă peptonată, după care 
se adaugă câteva picături dintr-unul din reactivii indicaţi 
în tabelul 32, care îşi modifică culoarea în prezența in- 
dolului. 

Răspîndirea cea mai mare o are intrebuinfarea reacti- 
vului în formula propusă de Kovacs. | 

În prezenţa indolului, reactivul se colorează în roșu. 

Punerea în evidență a indolului cu hîrtie indicator: se 
taie fâșii de hîrtie de filtru, care se îmbibă cu unul din reae- 
zivii indicaţi în tabelul 32. Benzile se usucă și se păs- 

trează folosindu-se după nevoie. 

è Metode pentru a pune în evidență producția de HS. 
H5S este un produs rezultat din dezintegrarea amino- 
acizilor care contin sulf (cistina, cisteina etc.) sub actiunea 
fermentilor unor bacterii. Producţia de HS se pune în evi- 
denià prin următoarele metode: 
$ Metoda cultivării pe medii cu acetat de Pb. La 100 ml 
agar nutritiv se adaugă 1 g de acetat de Pb. Mediul se re- 
partizeazá în tuburi, se sterilizează. Bacteriile se însămin+ 
țează pe suprafaţa mediului înclinat sau în plăci Petri. 

Dacă germenul produce HS mediul se innegreste in jv 

coloniei, datorită sulfurii de Pb care rezultà din combina- 

rea H5S şi a acetatului de Pb. 
Metoda benzilor cu acetat de Pb. Se îmbibă benzi de 
hârtie de filtru. lungi de 5—6 cm și late de 1 om.cu o solu-: 
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Reactivi pentru punerea in evidentá a indolului 
(după Hall mann, 1961) 


Componenți 


Para-dimetil- 
amino benzal- 
dehidă 


Alcool metilic 


TABELUL 32 


Alcool etilic 
95% 


Alcool amilic 
chimic pur 


Alcool butilic 


Acid clorhidric 


Cantitatea de 
reactiv necesa- 
ră pentru 

5 ml cultură în 


apă peptonată 


ție 10% de acetat de Pb. Se usucă 
sau baloane și se sterilizează la au 
astfel) se introduce în tubul cu 
însămînțarea germenului de ex 
de vatá aproximativ la 1 c 
Dacă bacteria produce H;S, 
dupá 24 de o 


Im 


nea inferioară 
bare la 37°C, 


Solutie 
Reactivul | Modificat | Modificat | Reactivul | pentru 
Ehrlich | Pringsheim Kovacs Kovacs. |pregnarea 
Böhme Hoffman | hírtiei re- 
activ 
en A A > A e n - 
1,0 1,0 5,0 5,0 5,0 
i 10,0 ix Dam 50,0 
95,0 — == == == 
plus 10,0 
RA SES 75,0 > acid fos- 
foric 
Ex dis = 75,0 
20,0 8,0 25,0 25,0 
3 3 3 
picături | picături | picături | 1 ml 
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, se introduc în tuburi 
toclav. Banda pregătită 
mediul lichid imediat dupà 
aminat, fixindu-se cu dopul 
m de la suprafața mediului. 
banda se înnegreşte în porțiu- 
re sau mai multe zile de incu- 


b Comportarea bacteriilor : fr 
v Lă wv if d A 
faţă de cazeină ( 


În acest sens se aplică în practica bacteriologică testele 
| descrise mai departe. 

| a Testul cultivării bacteriilor în lapte turnesolat. Pentru 
a fi insamintat laptele se prepară astfel: se degreseaza la 
separator sau lăsîndu-l într-un vas și se înlătură smîntina 
ridicată la suprafaţă. Pentru a urmări modificările de pH 
se adaugă o soluție apoasă sterilă de turnesol 100%, pîna 
cînd se obține o culoare violeta. 

Se repartizează în eprubete, se sterilizează prin tindaliza- 
re la 100°C cîte 30 minute, sau la 110°C o _ singură data, 
timp de 20 minute; Nu se sterilizează la 115*C, pentru că 
la această temperatură cazeina se peptonizează, iar lactoza 
se caramelizează și mediul capătă o culoare galbenă. Se pot 
deosebi diverse aspecte în ceea ce privește comportarea bac- 
teriilor în acest mediu și anume: 

— dezvoltarea fara modificarea mediului; 

— dezvoltarea însoțită de coagularea laptelui fără aci- 
difiere; 

— dezvoltarea însoţită de coagulare și acidifiere; 

— dezvoltarea însoţită de alcalinizare datorită produce- 
rii de amine și amoniac. 

e Testul de hidroliză a cazeinei. Pentru a se pune în evi- 
denta hidroliza cazeinei se folosește geloza-lapte. La geloza 
repartizată în tuburi, sterilizatà si lichefiatá, se adauga 
lapte steril, smíntinit, în cantitate de 1—2 ml lapte la 10 
m] mediu. Amestecul se repartizează în plăci Petri. Germe- 
nii se insaminteaza în suprafaţă. Dacă aceştia au proprie- 
tăţi proteolitice, cazeina din lapte se peptonizeazá si în 
jurul coloniilor mediul se clarifică. 

Testul cu bromcrezol purpur (test Hottis si Miller). 
Pentru identificarea unor bactenii se foloseşte testul cu 
bromerezol purpur: la 9,5 ml lapte se adaugă 0,5 ml soluție 
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apoasă 0,5%/p sterila de bromcrezol purpur. Amestecul are 
inițial culoare roșie. Se incubeaza laptele 24 de ore la 37°C. 
Dacă bacteriile existente în lapte fermentează lactoza, me- 
diul se acidifică și culoarea vireaza spre, galben. 

Testul se folosește pentru diferențierea streptococilor din 
lapte: Str. agalactiae, Str. dysgalactiae și Str. uberis. Toate 
aceste specii fermenteazá lactoza, dar în cazul Str. agalac- 
tiae apar puncte galbene pe pereții și pe fundul eprubetei, 
care corespund grămezilor de streptococi ce se dezvoltă 
aglutinat, iar în cazul celorlalte specii culoarea mediului se 
modifică în totalitate, germenii dezvoltindu-se uniform în 
toată masa mediului. 


Reacţii de punere în evidenţă 
a proprietăţilor proteolitice 


Proprietatea pe care o prezintă unele bacterii de a des- 
compune substanțele proteice se poate pune în evidență 
prin testele descrise mai departe. 
Testul de gelatinoliză. Se prepară un mediu cu gelatină 
care se gasește în comerț sub formă de foi subțiri. Adău- 
gate la bulion în proporție de 10—1529/, îi conferă o consis- 
tenga solidă la temperaturi pînă la 22°C. Temperatura de 
topire a gelatinei (soluție 100/9) trebuie să fie de 32—34*C, 
lar punctul de solidificare nu trebuie să fie mai scăzut de 
22—26?C. Gelatina inferioară se solidifică la temperaturi 
mai mici de 17—18*C. Consistenta gelatinei solidificare de- 
pinde si de reacţia mediului; astfel, la pH —6,5 gelatina se 
solidificá cu greutate, iar la pH-7,7 de multe ori nu se 
mai solidifică. 

| Acest mediu, introdus în 1881 de către Koch, a fost 
primul mediu solid folosit în bacteriologie. 

+ in prezent, se utilizează la punerea în evidență a pro- 

, pmetăților proteolitice, 


ve 
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Se prepara astfel: 


La bulionul gata preparat și încălzit la 55?C se adaugz 
foiţă cu foiţă 10—15 g gelatină pentru 100 ml mediu. Tot 
la temperatura de 55°C se pune picătură cu picătura, pentru 
fiecare litru de mediu, un amestec dintr-un albuș de ou și 
50 ml apa. 

Se omogenizează bine şi se încălzește la 115*C. Albugul 
se coagulează și antrenează toate substanţele nedizolvate 
din mediu, clarificindu-l. 

Se filtrează prin vatà, se distribuie în tuburi gi se steri- 
lizeaza la 110°C timp de 20 minute. Se lasă să se solidifice 
în poziţie verticală. 

Pentru a se ridica punctul de topire al gelatinei se poate 
folosi metoda lentă de preparare (Roux), care constă în 
încălzirea mediului la 100°C în loc de 115°C și steriliza- 
rea prin tindalizare (100*C, 3 zile). 

Mediul se insaminteaza prin Íntepare, introducind acul 
drept în centrul coloanei, astfel ca să ajungă pînă la fundul 
tubului. Culturile se așază în poziţie verticală la tempera- 


tura de 20—22?C si se controleaza caracterul creșterii și al 
lichefierii la diferite intervale de timp. 

Astfel poate avea loc creşterea fără lichefiere sau cres- 
tere cu lichefiere, deosebindu-se diferite aspecte. 

Citirea se face, în general, de trei ori: în prima zi, a 
zecea și a douăsprezecea zi. 

Dacă microbul nu se dezvolta la 20*C, poate fi cultivat 
în gelatină la 37*C. În acest caz, pentru citirea rezultatului, 
eprubeta se răcește introducind-o la frigider, notindu-se 
apoi gradul de lichefiere în comparaţie cu mediul neînsă- 
míntat. : 

Examenul proprietăţilor gelatinolitice se poate executa și 
folosind mediul Frazier (agar-gelauna) și un reactiv pe baza 


de HgCls. 
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Compoziţia mediului: geloza nutritiva cu 0,4% gelatina, 


pH-7,2. Sterilizare prin autoclavare timp de 20 minute la 
115%. 
Compoziţia reactivului: 
Ie voeux, E pg 
acid clorhidric concentrat . . . . . 20 ml 
: apă distilată ROO acus quos scu ok LOOS 


Tehnica de lucru; mediul se toarnă în cutia Petri și se 
insaminteaza în suprafață, se incubeazá 2—14 zile. Se aco 
peză cultura cu 8—10 ml din reactiv. 

Rezultat: gelatina nehidrolizată formează cu reactivul 
adăugat un precipitat alb opac. Gelatina hidrolizata apare 
ca o zonă clară în jurul coloniilor. 

Q Testul de lichefiere a serului coagulat. Se întrebuin- 
țează pentru a pune fn evidență proprietăţile proteolitice 
ale bacteriilor. Mediul se prepara astfel: 

Serul recoltat în mod aseptic se distribuie în tuburi steri- 
le, apoi se coaguleaza la 70—75*C în coagulator, punind 
tuburile în poziţie înclinată. După coagulare, mediul capătă 
o culoare alba-cenusie. 

Bacteriile se dezvolta pe suprafaţă, iar proteoliza se 
manifestă prin lichefierea și formarea depresiunilor pe 
suprafața mediului în dreptul coloniilor. 

Testul lecitinazei. Mediul solid: la agarul nutritiv cu 
1 adaos de 19/; clorură de sodiu se adaugă în momentul folo- 

sır 109/; emulsie galbenuș de ou (preparat din gălbenuș de 
t ou recoltat steril şi un volum egal de soluţie fiziologică 
sterila). Mediul se toarnă în plăci și se însămînțează în 
suprafață. Incubare 1—4 zile la 37*C. 
= Rezultat: în cazul hidrolizei lecitinei din gălbenuș de ou, 
apare o zonă opaca în jurul coloniei bacteriene. 

Mediul lichid: bulion nutriviv cu adaos de 1% clorură 
de sodiu si 10%, emulsie gálbenus de ou. Incubare la tem- 
peratura optima, timp de 1—4 zile. 


Yee 
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Rezultat: activitatea lecitinazica se traduce prin opacifie- 
rea mediului și uneori cu formarea unui preciditat 


TESTE PRIN CARE SE PUN ÎN EVIDENŢĂ 
FERMENTII BACTERIENI OXIDANTI 
SAU REDUCTORI 


Reacţii de reducere a unor substanţe colorante. Unele 
bacterii au proprietatea de a decolora (reduce) anumiţi colo- 
ranți organici, transformîndu-i în leucobaze incolore care 
ulterior în prezența oxigenului redobîndesc culoarea inițiala. 
În vederea executănii acestei probe se pot întrebuința urma- 
toarele substanţe colorante: albastrul de metilen, verdele de 
malachit, verdele lui Janus, indigo-carmin, molibdat dé 
amoniu. Mai frecvent se intrebuintea?à albastrul de metilen, 
procedindu-se astfel: 

La 5 ml cultură în bulion de 24 de ore în tub sau într-o 
fiolà se adaugă o picătură din soluția apoasă de albastru de 
metilen 19/5. Dacă proba se execută în tub, după omogeni- 
zare se acoperă suprafața mediului cu cîteva picături de oleu 
de parafina, iar dacă se face în fiolă aceasta se închide la 
flacara pentru a împiedica patrunderea oxigenului. 

Reacţia reducerii albastrului de metilen se examinează 
după 1—24 ore de menţinere la termostat. 

Decolorarea completă indică o reacție pozitivă, coloratia 
verde o reacţie slab pozitivă si lipsa decolorării o reacție 
negativă. 

Reacţia Voges-Proskauer sau reacția acetil-metil-carbi- 
nolului. Acetil-metil-carbinolul este un metabolit, care 
rezultă din descompunerea de către bacterii a 2,3 ha 
glicolului, printr- -o reactie de oxidare. Decelarea acetil- metil- 
carbinolului în mediu se face astfel: 

Se cultivă bacteria de examinat în mediul Clark şi Lubs 
cu următoarea compoziție: 
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uis peptoná TOUS MULA E AN 5g 
Logd 023 BORUSSIA EC 5g 
— fosfat bipotasic Po ac 2g 
— apă DIS EA a OOO că 


La cultura de 5 zile se adaugă un volum egal de hidro- 
xid de potasiu 109/0. Se tin tuburile sub. observaţie timp de 
6 ore, la 37°C. În cazul reacției pozitive, apare în acest 
interval de timp o culoare roșie. ; ) 

Reacţia rogului metil. Se execută in acelaşi mediu ca 
reacția Voges-Proskauer. La 5 ml cultura de 5 zile se 
adaugă 5 picături dintr-un reactiv constituit din 0,1 g roșu 
metil, 300 ml alcool si 500 ml apă distilată. În cazul reac- 
Wei pozitive mediul se coloreaza în roșu, în cazul reacției 
negative în galben. 

Testul catalazei. Se poate face, folosind culturi pe medii 
bolide sau lichide. În cazul culturii în medii lichide se 
amestecă 5 ml din cultura în bulion triptic de 24 de ore, 
cu 3 ml soluție H>O> 30/0. În cazul reacției pozitive se 
produce o efervescenţă (degajare pronunţată de oxigen) în 
timp de 1—2 minute. Reacţia devine mai evidentă daca 
înaintea soluției de H2O; se adaugă în prealabil, la cultura 


jn bulion, o cantitate egală dintr-o soluție 109/; de săpun. 


Testul oxidazei. Cultura de 2—4 zile pe mediu solid 
se acoperă cu soluţie apoasă 19/9 de tetrametylparafenil- 
endiamin-hidroclorid, preparată proaspăt. 

Rezultat: coloniile bacteriilor oxidazo-pozitive se colo- 
reaza in roz-rosu purpuriu-brun pînă la negru în timp de 
15 minute. 

Reacţia de reducerea nitratilor în nitrifi (testul de deni- 
trificare). Bacteriile care au proprietatea de a reduce ni- 
trați, transformă, prin enzimele ce le posedă, nitrații în 
nitriți. Pentru a pune în evidență această proprietate, bac- 
teriile se cultivă în bulion la care se adaugă nitrat de pota- 


siu (NOK) 0,29/5 sau într-un mediu cu următoarea com- 
poziție: 
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peptobd «uoce ua poe Ce idis Lena ae pe 10 g 
— NOK EG tor pe SAI al or penal Pic az al RT 10 g 


ADA dut oso voy e. 1000 ml 


După încălzirea mediului în scopul dizolvarii substanțe- 
lor acesta se sterilizează prin tindalizare. 

Mediile insamíngate se controlează după 3—5 zile de 
incubare, adaugind cîte 5 picături din doi reactivi (Griess- 
Ilosvay). 


Reactivl: 


— alfa-naphtilamină xg re OA ae ae au la, 
A distilată A ml 


Se încălzește, se filtrează și se adaugă acid acetic gla- 
cial 1 ml, diluat (400 ml în 700 ml apă distilata). 


Reactiv2: 


Se cdudssulandlic s 20. 0. 060. 05 g 
Judilacencsdiuat S... 150% ml 


In cazul reacției pozitive, după adăugarea reactivilor, 
mediul se colorează în roșu, dacă însă n-a avut loc redu- 
cerea, mediul nu-și modifică culoarea. 


e TESTE PRIN CARE SE PUNE ÎN EVIDENŢĂ 
POSIBILITATEA METABOLIZĂRII ANUMITOR 
SUBSTANȚE 


Aceste teste se bazează pe însămînţarea bacteriilor pe 
medii speciale, care conţin un anumit substrat. După cum 
bacteria se dezvoltă, sau nu, se trag concluzii privind 
posibilitatea folosirii ca sursa de hrană a substratului res- 
spectiv. Astfel de teste sînt folosite îndeosebi pentru dife- 
rentfierea enterobacteriaceelor. Cel mai frecvent sint utili- 
zate următoarele: 
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Testul tolosirii ca unică sursă de carbon a citratului de 
sodiu (mediul Simmons) sau amoniu. Mediul de cultură 
are următoarea compoziție: 


clorură de sodiu 


) g 

Sultat T AA vo 02 g 

fosfat de amoniu biacid | g 

ROSAL DIDO MISION | g 

citrat de amoniu (sau sodiu) crista- 

lizat CORONIS es 2,77 y 

EE A verdes 000 ml 
- gelozà zo ea Us 20 g 


Amestecul se încălzește pînă la topirea gelozei, se ajus- 
waza pH—7,2, se adaugă 10 ml soluție alcoolică 1,59/, de 
albastru de bromtimol. Se sterilizează timp de 15 minute 
la 120°C. Bacteriile capabile să metabolizeze citratul de 
sodiu sau amoniu, dau culturi pozitive gi alcalinizeazá me- 
diul virind culoarea din verzui în albastru intens. 


Testul metabolizării KCN (Braun). Compoziţia mediu- 
lui: —— 


— peptonă NN a de 10 g 
— NaCl SO AE 5 g 
RA Na HPO, RS ES: 5,637 e 
uu KRPO, EROS AI AS 0,226 g 
A O EN AE 20 g 
— apă distilată . . . O NEON ml 


pH-7,4—7,6;. sterilizare prin autoclavare. În momen- 
tul întrebuinţării se adaugă la mediul topit și răcit la 
50°C cite 0,1 ml soluţie 1/200 KCN pentru 2,2 ml me- 
diu (repartizat în prealabil în tuburi). Tuburile se ţin 
citeva minute în baie de apă la 45*C pentru omogenizare, 
apoi se însămânțează. În cazul metabolizării KCN cul. 
tura se dezvoltă formând inel alburiu la suprafaţă. 
Testul utilizării malonatului de sodiu. Mediul lichid de 
cultură (bulionul cu malonat de sodiu) are următoarea 
compoziție; 
= extract de drojdie 
— sulfat de amoniu , . . 
— fosfat bipotasie (PO,K5H) 


Ya 


42 Ya 


O N = 
A 
O 
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—,fosfat monopotasic (PO¿KH;) . . 04 g 


— clorură de sodiu . 5.5 2 g 

— malonat de sodiu . . . . ». . ) g 

— albastru bromtimo] . . . . . 0,025 g 
- apa distilată . ... . waen 4000 ml 


pH-7; se distribuie cîte 5 ml în tuburi; steriliza- 
re 15 minute la 120°C. În cazul metabolizării ma 
lonatului de sodiu, bacteria se dezvoltă și acidi- 
fică mediul. 
Teste prin care se pune în evidență comportarea en- 
terobacteriaceelor fati de unii acizi organici sau sărurile 
lor (dextro-tartrat, mucat etc.). Compoziţia mediului: 


== lattopeptonă Difco Him. 10 g 
á BRING yn 10 562i A Re: 8,5 g 
AA IN uu ose o0 fil 
— albastru de bromtimol 1/500 . . . (27 cal 


La mediu, se adaugă unul din următorii acizi organici 
în soluții ajustate la pH-7,4 cu NaOH n/5: 
«C — dextrotartrat (tartrat de sodiu-potasiu) în proporţie de 1%, 

— levotartrat (acid tartric) în proporţie de 0,597 

— mucat (acid mucic) în proporţie de 197. 

Sterilizare prin autoclavare la 105°. 

După insamángare se incubeaza 15 zile. 

Interpretare: modificarea culorii si aprecierea precipita- 
tului apărut în urma adăugării de 0,5 ml soluţie saturată 
de acetat de plumb la 3—4 ml mediu. În cazul reacției 
pozitive culoarea virează de la albastru la verde-galben 
si apare un precipitat mic; în cazul reacției negative cu- 
loarea nu se modifică, dar apare un precipitat voluminos 
după adăugarea acetatului. 


TESTE BIOCHIMICE COMPLEXE 


B Testul de hemoliză. Unele bacterii prin enzimele lor 
dezintegrează globulele roșii ale diferitelor specii animale. 
Examinarea acestei proprietăţi se poate face pe medii li- 
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chide sau solide. Mai frecvent se folosește geloza-singe 
care se prepară astfel: la agarul topit si răcit la 45*C 
se adaugă sînge defibrinat steril, în proporție de 1—102»/,. 
Temperatura mediului sà nu fie mai ridicata, pentru cà 
sîngele se închide la culoare. Insaminjarea se face ín pláci. 

Bacteriile, în urma multiplicari pe medii cu sînge, pot 
produce următoarele aspecte: , 

— dezvoltarea fără schimbarea aspectului mediului (bac- 
terii nehemolitice); 

— dezvoltarea însoţită de decolorarea și clarificarea me- 
diului în dreptul și pe diferite distanțe în jurul coloniilor. 
Această modificare corespunde unui proces de hemoliză 
şi hemodigestie (hemoliza beta). Mărimea zonei de hemo- 
liză din jurul coloniilor este în funcție de cantitatea de 
hemolizine secretate de bacterie si de gradul lor de acti- 
vitate; 

— dezvoltarea însoțită de colorarea in verde a mediu- 
lui in dreptul si in jurul coloniilor. Această modificare 
corespunde transformării hemoglobinei în methemoglobină 
sub acțiunea HO, produs de bacterie (efect viridans sau 
hemoliza alfa). 

Testul CAMP (Christie, Atkins, Munch, Petersen). Se 
bazează pe proprietatea pe care o au unele bacterii (de 
ex. Str. agalactiae) “de a liza globulele roşii de oaie pe 
medii insáamintate în prealabil cu un stafilococ beta he- 
molitic. 

Proba se execută «prin insamintare de-a lungul dia- 
metrului unei plăci Petri cu geloza — sînge oaie a unei 
tulpini de stafilococ beta hemolitic. Apoi se însămînţează 
perpendicular tulpina bacteriană de identificat. Reacţiă 
pozitivă se traduce prin apariţia unei zone de hemoliză netă 
în zona de hemoliză mai slabă, proprie stafilococului. 

Testul de coagulare a plasmei citratate. Materialele ne- 
cesare sint: a) plasma citratatá de iepure care se obţine 


i] 


în felul următor: se recoltează sînge de la un iepure din 


NE - 
25 — Qe poen 


vena auricularà sau prin puncta cordului și se amestecă 
în părți egale cu o soluție de 29/; citrat de sodiu în apă 
fiziologică. Se lasă să se sedimenteze globulele roșii sau 
se centrifughează după care se decantează plasma; b) o 
cultură în bulion de 24 de ore din tulpina de stafilococ 
de examinat. 


— Executarea reacției: cu o pipeta gradată se iau 
0,9 ml plasmă citratată care se repartizează într-un tub 
Wassermann si se adaugă 0,1 ml din cultura în bulion de 
24 de ore de stafilococ. Tubul se pune la termostat la 
37°C si se examinează din ora în ora. 

— Interpretarea reacției se face pe baza modificării con- 
sistenței plasmei citratate. 

Acest test se practică pentru aprecierea patogenitagi 
tulpinilor de stafilococ, pe baza prezenţei stafilochinazei 
sau coagulazei la tulpinile patogene; tulpinile nepatogene 
nu secreta acest ferment. O tulpină de stafilococ este con- 
siderată patogena atunci când coagulează plasma citratatá 
de iepure în 1—3 ore și nepatogenă atunci cînd produce 
coagularea într-un timp mai îndelungat sau deloc. 


— 
Metode de examinare concomitentă a mai multor 
^ .. .. . . .. . 
însușiri ale bacteriilor prin folosirea mediilor politrope 


Utilizarea lor se impune cel mai frecvent pentru diag- 
nosticul diferenţial al enterobacteriaceelor. 


$ Mediul SIM (producţie de HS, indol, mobilitate): 


—lextract carnea v Ne o Na LIE 3 g 
— peptonă AAE E ARA CINES LN 30 g 
— citrat de fier amoniacal , . . . 02 g 
=> tlogulfati sodiu a e RN 0,025 g 
— apar He er EN y 7 lu aa! EN IIS 3 g 
e dpi dutilstK A WW MN S000 ml 
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Se dizolvă în apă prin fierbere. Se repartizeaza cite 
15 ml în tuburi mici. După sterilizare se solidifica îi 


poziţie verticală. 

Se insàmínteaza prin înţepare. Producţia de indol se 
poate controla introducind o fisie de hîrtie de filtru îm- 
bibatà cu acid oxalic soluţie saturată sau acoperind supra- 


fata mediului cu 2 ml cloroform și 2 ml reactiv Kovacs. 


Interpretare: HoS-- — se înnegrește de-a lungul liniei 
insămânțării; indol pozitiv — se Înroșește hírtia de filtru 
(sau reactivul adăugat); mobilitate + : cultura se raspín- 
deste în mediu; mobilitate — : cultura numai pe linia în- 
samingarii. 

Mediul uree-indol. Compoziţie: 

B DOR set, rouge 
— L-triptofan uer i desc 0,3 g 
— PO,K;H 0,1 8 
— CINa . 05 g 
— uree is 2g 

— alcool -95° : 1 ml 
— roşu fenol 19/ . 0,25 ml 
— apă distilată 100 ml 


pH-6,5—6,7. 


Mediul se repartizeaza in cantitate de 1,5 ml în tubur. 
mici Wassermann și se sterilizeaza. 

Însămînțarea se face abundent din cultură pe mediu 
solid. Incubarea culturilor 24 ore la 37°C. 

Interpretarea: urează +: mediul devine alcalin si virează 
culoarea din galben în roşu-violaceu; 

: . urează — : culoarea nu se modifica. 
„Pentru producţia de indol se adaugă cîteva picături reac- 
tiy Ehrlich Kovacs la cultura dezvoltată sau se introduce 
imediat după Insámintare o bandă de hirtie de filtru im- 
pregnatá cu indicator pentru indol, În cazul reacției pozi- 
uve, apare inelul roșu (dacă se foloseşte reactivul) sau hîr- 
tia se Inrogegte în partea inferioară. 
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Mediul manitol mobilitate. Compoziţie: 


— Popisni rd A HUN 20 g 
— gelozá QD gs CORRER Sr LR O 45 g 
-— manitol $7 TEA 2207 
Tuta  DOLAMIU M P Pay ve 1,5 g 
NA a ERE IR E 4 ml 
ADA uova ipsc MODO, mi 


pH-7,2—7,3; se repartizează cite 2 ml în tuburi reacţie. 


După sterilizare se lasă să se solidifice în poziție verticala. 


1 Insamingarea se face prin ingepare, introducind ansa pîna 
la fundul tubului. Incubare la 37°C. 
Interpretare: 
! — mobilitate +: cultura difuzează în mediu;* 
" —: cultura se dezvoltă numai de-a lungul 


liniei de insamintare; 
— fermentarea manitolului +: culoarea virează în galben; 
—: culoarea nu se schimbă (rămîne roșie). 
Se poate examina în același mediu și reducerea nitra- 
tilor adaugind la suprafața mediului reactiv Griess-Ilos- 
vay. 
Mediul lactozá-glucozi-H;S. 
— peptoná tripsicá 
P (OI Nasa Se eS 
— lactozá > 
— glucozá A 
— hiposulfit sodiu.. ... . 
— sulfat de fier amoniacal . 
— roșu fenol 19/, a 
-—'gelozá $5 pu n DC Te Sn 14 
ARMADA A (NE at e 10000 ml 
pH-7,2—7,3; se repartizeazá 2—3 ml în tuburi Wassermann. 


> 


un ho 
va pj 09 09 09 09 09 ve 
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După sterilizare se solidifica în poziţie înclinată, astfel 
ca să rămână la fundul tubului o porțiune neinclinatà de 
1—2 cm înălțime, 

Însămânțarea în porțiunea neînclinată se face prin inte- 
pare, iar în porţiunea înclinată în striuri (linii paralele) 
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dese ca să se obțină o cultură abundentă. Încubare la 
37°C, timp de 24 ore. 


Înterpretare: 

Fermentarea glucozei +: în porțiunea dreaptă culoarea 
virează în galben; dacă fermentarea a avut loc cu produc- 
ție de gaz se observa cîteva bule sau chiar o cantitate 
mai mare de bule de gaz care detașează mediul de fundul 


eprubetei; glucoză —: mediul nemodificat în porțiunea 
dreaptă. 

Fermentarea lactozei+-: suprafaţa înclinată virează cu- 
loarea în galben: lactoza —: suprafaţa înclinată nu modi- 


fica culoarea. 
Producție H5S: + mediul se innegreste în zona de trecere | 
între porțiunea dreaptă și cea înclinată. 


a TEHNICA PREGĂTIRII UNOR SOLUŢII NECESARE 
PENTRU MEDII DE CULTURĂ ŞI TESTE BIOCHIMICE 


Soluţii tampon 


Tampon borat pentru pH —8,4— 8,5: 


= Enh DORIC SR ELS. Sus 3,092 g 
si dettaborat de sodiu o AS 4,768 g 
CORTA de sodio 2,192 g 
apa dista ta. 11500 ml 


^ Se dizolvă prin agitare. 
Tampon veronal (Linsert, 1970): 


Solutie de bază: 


— veronal godici wer RM I ON 10,3 g 
— apă distilată . sită ein ad 509 mal 


— acid clorhidric n/10 


Se amestecă acidul clorhidric cu soluția de veronal în 
proporții diferite în funcţie de pH-ul necesar (tabelul 33). 
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TABELUL 33 


Soluţii tampon 


Solutie de veronal sodic x FT E pH la 25°C 
9,85 0,15 9,6 
9,74 0,26 9,4 
9,52 0,48 9,2 
| 9,36 0,64 9,0 
| 9,08 0,92 8,8 
> 8,71 1,29 8,6 
8,23 1,77 8,4 
7,69 2,31 8,2 
7,16 2,84 8,0 
a, 6,62 3,38 7,8 
ke 6,15 3,85 7,6 1 
E 5,81 4,19 7,4 
5,54 4,46 7,2 
5,36 4,64 7,0 
5,22 4,78 6,8 


Tampon fosfat (dupá Linsert, 1970): 
Soluțiile de baza: 


A KH:PO, ate ENO ceai SUN Ee RN E 9,078 g 
— apă distilată: 59. SS 1 000 ml 
— Na;HPO;:2FDO s uS 11,876 g 
— apa. distilată S e ad 000 ml 


1 Se amestecă cele două soluţii în proporţii diferite în 
i funcţie de pH-ul dorit (vezi tabelul 34). 


Soluţii fiziologice 
Soluge cloruro-sodică izotonicà 


— clorură de sodiu . . . 8,5 
— apă distilată . . . . . . pînă la 1000 ml 
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TABELUL 
Proporţiile de Na HPO; şi KIT,PO, pentru obţinerea 
diferitelor valori de pH 


Na4,HPO, in mi KIPO, piná la 100 ml | pH. la 20^ 
12,1 5 6,0 
18,4 T 6,2 
26,4 " 6,4 
37,2 » 6,6 
49,2 5 6,8 
61,2 Y 7,0 
72,6 » 7,2 
81,8 n 7,4 
88,5 5 7,6 
93,6 » 7,8 
96,9 » 8 


Solutii anticoagulante 


)4 


1. Citrat de sodiu: se foloseşte citrat trisodic sau neu- 
tru (conținînd 11 molecule de apă). Se folosește obişnuit 


soluție 3,89/; in volum de 0,1 ml pentru 1 ml singe. 


Pentru prepararea mediilor de cultură se folosește în 
general sînge defibrinat (recoltat în baloane cu perle de 


sticla). 


DETERMINAREA SENSIBILITÁTII GERMENILOR 
FAŢĂ DE SUBSTANŢE CU ACŢIUNE 
ANTIBACTERIANA 
DETERMINAREA SENSIBILITATII GERMENILOR FAŢĂ 
DE ANTIBIOTICE 
Sensibilitatea germenilor față de antibiotice si chimio- 
terapice se stabileşte, în mod curent, pan două metode: 
metoda difuzimerrică și metoda dilupiilor seriate. 
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Metode difuzimetrice 


Metoda difuzometricà se executá pe medii solide ȘI are 
la bază proprietatea soluțiilor de antibiotice de a difuza 
în mediul de cultură pe diferite distanțe de la locul în 
care sînt depuse. 


| . Materiale- necesare: plăci Petri, mediul de cultura, cul- 
tura bacteriană și truse de microcomprimate cu antibio- 
tice. 


Ca medii de cultură se pot folosi: geloză nutritivă, ge- 
lozà cu ser (pentru speciile bacteriene serofile), alte medii 
speciale (pentru bacilul tuberculozei, Brucella). 

Cultura bacteriană: se utilizează culturi în mediu lichid 
de 24 de ore din tulpinile a căror sensibilitate trebuie 

r examinata. Pentru titrarea antibioticelor este nevoje de 

anumite tulpini standard cu circulație internagionala. Astfel 

Kra sînt tulpina de stafilococ auriu Oxford $1 tulpina de Ba- 
cillus subtilis Marburg, tulpina de colibacil Brx. 

A Tehnica de lucru (pentru bacteriile aerobe): agarul to- 


pit se toarnă în plăci Petri şi se lasă să se răcească. Din 
cultura de examinat se însămînţează în placă astfel ca să 
se obțină numeroase colonii separate de germeni, răspîndite 
uniform pe toată suprafața mediului. Când coloniile sînt 
confluente rezultatul antibiogramei va fi nesigur, zonele 
de inhibitie fiind mai mici. În acest scop, însămâînţarea 
se face cu concentraţii diferite de germeni în funcţie de 
specia cu care se lucrează și densitatea culturii. De exem- 
plu, în cazul streptococului se va utiliza cultura în bulion 
diluat 1/10—1/100, pentru stafilococ diluție 1/1 000— 
1/10 000, iar pentru enterobacteriacee o dilugie 1/10 000— 
1/100 000. Pe suprafața plăcii se depun 0,5 ml din cul- 
tura diluatá, se înclină placa în diverse sensuri, pentru a 
obține un strat uniform de cultură, iar excesul se inde- 
părtează prin aspirație cu pipeta, ținînd placa inclinati. 
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Microcomprimatele se iau cu o pensa (de preferință o 
pensă dentară) din flacoanele trusei, în prealabil sterili- 
zată prin flambare si se pun pe suprafața mediului însă- 
mintat, cite 4—8 microcomprimate pe suprafata agarului 
în plăci Petri. 

Placile se incubează timp de 20—24 ore, la termostat 
la 37°C, interval la care se interpretează rezultatele pen- 
tru majoritatea speciilor bacteriene. 

După Balș (1964) sensibilitatea unei tulpini se sta- 
bileşte in raport cu raza zonei de inhibige (distanța între 
marginea microcomprimatului și marginea zonei de inhibi- 
ţie) și nu cu diametrul zonei de inhibitie (incluzînd micro- 
comprimatul în antibiotic), cum fac majoritatea cercetă- 
torilor. Interpretarea se face astfel: 


— germen sensibil — raza zonei de inhibitie peste 
6 mm; 
— germen puţin sensibil — raza zonei de inhibitie 
2—5 mm; 
— germen rezistent — raza zonei de inhibigie 1 mm, 


sau zona de inhibitie absentă. 


În cazul lipsei microcomprimatelor, ele pot fi substituite 
cu rondele de hîrtie de filtru îmbibate cu soluții de anti- 
biotice, sau prin aplicarea antibioticelor sub formă de 
soluții sau pulberi, fie în cilindri de sticlă (confecţionate din 
fragmente de țeavă), fie în cupe (godeuri) excavate în agar. 

Daca se folosesc rondele de hîrtie de filtru, acestea se 
îmbibă cu soluţia de antibiotic în diluriile dorite. Con - 
drea şi col. (1957) recomandă pentru antibiogramele 
curente următoarele dilutii (variabile de la un antibiotic 
la altul): penicilină 20 U.I./ml, streptomicină 250 y g/ml, 
aureomicina 2504 g/ml, teramicinà 250 u g/ml, cloromice- 
tină 250 u g/ml, eritromicina 2504 g/ml. i5 A 
f; Tehnica microcomprimatelor pentru speciile bacteriene 
anaerobe (după Bittner și Klei n): microcomprima- 
tele se așază pe fundul capacului plăcii Petri. Germenul 
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de examinat se insáminjgeazá in geloză VF topită si răcită 
la 45°C în proporție de 0,5 ml cultură în mediu lichid 
pentru 50 ml gelozá. Germenii însămînțăți se omogeni- 
zează în masa mediului. Cu o pipetá Pasteur se pun cîte 
1—2 picături din geloza însămînțată ¡peste fiecare din 
microcomprimate, în vederea fixării lor pe suprafaţa sti- 
clei. Apoi se toarnă restul mediului însămânțat în capacul 
plăcii. Deasupra mediului se aplică fundul plăcii Petri. 

Incubarea se face în atmosferă normală la 37*C. Inter- 
pretarea rezultatelor nu diferă de metoda microcompri- 
matelor folosită pentru speciile aerobe. 

e Tehnica benzilor de hirtie de filtru. Se foloseşte în mod 
curent, pentru a examina sensibilitatea comparativă a mai 
multor tulpini bacteriene față de un singur antibiotic. 

Se taie benzi de hîrtie de fitru, avînd lățimea de 
3—5 mm şi lungimea diametrului plăcilor Petri gi se îmbi- 
ba cu antibiotic în același mod ca şi rondelele. Agarul tur- 
nat in placă si răcit se însămînțează cu acul de platină, 
nu în gazon, ca în tehnica precedentă, ci în linii drepte, 
paralele, fiecare tulpină pe una sau două linii. 

Apoi se aplică banda îmbibată, la mijlocul plăcii per- 
pendicular pe liniile de finsămâînțare. După o incubare de 
20—24 ore la 37°C se citesc rezultatele. Zonele de inhibi- 
tie, în dreptul benzii de hîrtie, vor varia în raport cu sen- 
sibilitatea germenilor. 


a Metoda dilutiilor seriate 


Metoda diluţiilor, iniţiată de Fleming, se execută în 
medii lichide. 

Materiale necesare: tuburi sterile, bulion, pipete gradate. 
soluție de antibiotic (preparată ca pentru metoda difuzi- 
metrică), cultură în bulion de 20—24 ore din tulpina de 
cercetat, 
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Tehnica de lucru: se repartizează în tuburi sterile 
45 ml bulion sau bulion ser (pentru speciile bacteriene 


serofile). VN 

— Se fac dilugi succesive de antibiotic în bulion în asa 
fel încât să se obțină în fiecare tub o concentraţie precisă 
de antibiotic pe ml. Iniţial, diluțiile se fac din 10 în 10, 
urmind ca, în cazul cînd este necesară o determinare mai 
precisă, să se repete experienţa cu diluții mai apropiate. 

Penicilina se diluează, de obicei, în așa fel încât sá se 
obțină următoarele concentrații de antibiotic pe ml: 
100 U.L, 10 U.L, 1 U.L, 0,1 U.L, 0,01 U.I. si 0,001 U.I. 
Streptomicina $i aureomicina se diluează astfel ca să existe 
la 1 ml mediu următoarele cantități: 100 ug, 10 ug, 1 ug, 
0,1ug, 0,01 ug şi 0,001 ug. 

În fiecare diluge si in tubul-martor (fără antibiotic) se 
însămînţează o cantitate constantă din cultura în bulion 
de 24 de ore din tulpina de cercetat (în mod curent se 
pun în fiecare tub 1—2 picături din dilugia 1/1000). Se 

| incubează tuburile  însămânţate timp de 20—24 ore la 
37G: 

Interpretarea: rezultatelor se face în raport cu dezvolta- 
rea sau nedezvoltarea germenilor în mediu. Tubul-martor 
fără antibiotic trebuie să conțină o cultură corespunzătoare 
tipului cultural al speciei. 

„În primele tuburi ale seriei în care cantitatea de anti- 
biotic este mare, mediul, în cazul cînd germenul este sen- 
sibil, rămîne nemodificat. În tuburile următoare, cultura 
este slab dezvoltată, iar în ultimele, cultura va fi tot aşa 
de bogată si de același aspect ca si în tubul-martor. 

, Sensibilitatea tulpinii sau titrul bacteriostatic al anti- 
bioticului va fi indicat de cantitatea minimă de antibiotic, 
care a fost capabilă să producă o inhibare totală a dez- 
voltării, 

Martorii obligatori în stabilirea antibiogramei. Indife- 
rent de metoda întrebuințată, orice determinare necesită 
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martori. Astfel, pentru determinarea sensibilități; unei tul- 
pini față de unul sau mai multe antibiotice, este nevoie 
de o tulpină-martor cu o sensibilitate cunoscuta. De ase- 
menea, pentru titrarea unui antibiotic pe o tulpină stan- 
dard este nevoie de un antibiotic etalon cu valoare bacte- 
riostatică cunoscută față de tulpina respectiva. 


TESTAREA SENSIBILITĂ ŢII BACTERIILOR 
FAŢĂ DE SULFAMIDE 


Pentru sulfamide se folosesc medii fără ¡peptona, aceasta 
avînd o acţiune antisulfamidica. Un mediu convenabil este 
următorul: 


— macerat de carne . . . . . . . . 1000 ml 
— fosfat. disodic Agia E dee HA OMNE 2g 
Era de sodiu. 27. e 3g 
— glucoză Mores Co Lane E eT: 1g 
— gelozá VUE ORTUS MDC URSI M 15 g 
pH—7,4. 


Plăcile se insaminteazá cu culturi diluate ca și în cazul 
antibiogramei şi se depun microcomprimate cu sulfamide. 
Prin această metodă nu se urmărește să se stabilească 
diferente între activitatea diferitelor sulfamide; ci numai 
dacă bacteria este sulfamido-sensibilă sau rezistentă. 


„METODE DE APRECIERE A ACTIVITĂŢII ANTIMICROBIENE 
„A SUBSTANȚELOR ANTISEPTICE SI DEZINFECTANTE 
ŞI A TOXICITAÁTII ACESTOR SUBSTANTE PENTRU ȚESUTURI 


Pentru evaluarea eficacităţii substanţelor chimice folo- 
site ca antiseptice sau dezinfectante s-au imaginat diferite 
metode cum sînt: metoda determinării indicelui fenolic, 
metoda cu hirtie de filtru uscată, metoda plăcilor cu 


agar, metoda plăcilor cu agar cu ser, metoda cupelor în 
agar. 
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Deoarece unele substanțe chimice se folosesc ca dezin- 
fectante ale pielii, plăgilor operatorii etc., a reiegit nece- 
sitatea de a se determina gi toxicitatea acestora față de 
tesuturi În raport cu eficacitatea lor față de microorga- 
nisme ceea ce se realizeaza prin stabilirea indicelui de 
toxicitate metoda introdusă de Solle şi col. (citat de 
Merchant, 1970). 


Metoda determinării coeficientului sau indicelui fenolic ? 


Coeficientul fenolic poate fi definit ca raportul între 
activitatea bactericidă a unei substanţe antiseptice date și 
activitatea bactericidă a fenolului. Rideal şi Walker 
au fost primii care în 1903 au folosit fenolul ca substanță 
etalon faţa de care au comparat activitatea altor dezinfec- 
tante în condiţii standardizate. Cel mai important factor 
în astfel de determinări îl constituie condiţiile uniforme 
in care se face testarea și care sînt următoarele (după M e r- 
chan t, 1970): 

— Microorganismul test — Staphylococcus aureus sau 
Salmonella typbosa (tulpina Hopkins), în cultură de 
24 ore, cu o rezistenţa la fenol 1:90, se adaugă la diluți 
seriate de dezinfectant în volum de 0,5 ml pentru 5 ml. 

— Mediul de culturà: extract Liebig din carne de vacà 
— 5 g; clorură de sodiu chimic pură 5 g; peptonă 10 g; 
apă distilată 1000 ml; pH—6,8; se repartizează în tuburi 
în volum de 10 ml. => 

— Fenolul, care trebuie să îndeplinească exigenţele far- 
macopeei (sá nu aibă punctul de solidificare sub 40%C), se 
foloseşte în diluție 59/,. 

— Testarea se face la 20°C. 
— Intervalele de testare: 5, 10, 15 minute. 


— Cantitatea de antiseptic transferată: conținutul ansei 
cu diametrul de 4 mm. 
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Tehnica: În tuburi cu cantități măsurate de medii de 
cultură se fac diluţii seriate din antisepticul de cercetat 
în paralel cu dilufii de fenol. Se adaugă în fiecare tub cul- 
tura bacteriană (0,5 ml cultură la 5 ml mediu). Dupa 
5 minute de contact se fac transplantări din fiecare tub 
pentru a controla viabilitatea bacteriilor. La fel se proce- 
dează si după 10, 15 minute de contact. 

Toate tuburile în care s-a facut transplantarea se incu- 
bează la 37°C. După 24 ore se notează diluga maximă de 
fenol şi dilufia maxima de substanță examinată care au 
omorit germenii în 10 minute, dar nu în 5 minute. 

Se imparte diluția activa a substanţei examinate la dilu- 
tia activă de fenol. Valoarea aflată reprezintă coeficien- 
tul (indicele) fenolic, care exprimă de cîte ori substanța 
respectivă este mai activă (în cazul valorilor peste 1) 
sau mai puţin activa (sub 1), decît fenolul. 


e Determinarea indicelui de toxicitate 2 

„Indicele de toxicitate este reprezentat de raportul între 
diluția maxima de dezinfectant, capabilă să oprească dez- 
voltarea culturilor de pesut embrionar si dilutia maximă 
din același dezinfectant care omoară microorganismul test. 

Salle şi col. (citați de Merchant, 1970) au pro- 
pus urmatoarea tehnică: 

— Cultura test de ţesut embrionar se prepară din frag- 
mente de cord de embrion de găină fn vârstă de 9 zile, însă- 
mânțate în plasmă de cobai diluată cu trei părți soluție 
Tyrode şi o parte lichid embrionar. 

- OEA: diluții seriate din substanța dezinfectantă în 
lichid" embrionar $1 se -introduc în flacoane cu culturi 

— După incubare la 37°C, timp de 48 ore, se contro- 
leazá dacă celulele s-au multiplicat notíndu-se dilutia 
maxima care a oprit multiplicarea. 
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— Se determină paralel diluția maximă de antiseptic 
capabilă să inhibe dezvoltarea tulpinii test de Staphylo- 
COCCUS aureus. 

— Indicele de toxicitate al substanţei dezinfectante exa- 
minate se calculează împărțind dilufia maximă din sub- 
stanța respectiva, care a oprit multiplicarea culturii de 
țesut embrionar la diluția maximă a aceleiași substanțe 
care a oprit dezvoltarea culturii bacteriene. 

Un antiseptic este cu atit mai bun cu cât are indicele 
de toxicitate mai mic şi coeficientul. fenglic mai mare. 


a 


METODE FOLOSITE ÎN STUDIUL FENOMENELOR 
DE BACTERIOFAGIE 


În studiul fenomenelor de bacteriofagie trebuie să se ia 
în considerare o serie de principii generale: 

— pentru multiplicarea fagilor se folosesc culturi tinere 
de bacterii în faza de multiplicare logaritmică (culturi de 
1—2 ore în mediu lichid obținute prin transplantare 
dintr-o cultură de 24 ore pe mediu solid); 

— mediile de cultura să fie potrivite ca pH si conţinut 
nutritiv faja de cerințele nutritive specifice culturilor 
indicatoare si fagilor respectivi; 

— să se respecte particularitátile biologice si de rezis- 
tentà a fagilor în studiu, față de agenţi fizici și chimici. 

Sursele de izolare a bacteriofagilor sînt reprezentate de 
diverse materiale bogate în bacterii ca apa de canal, sol, 
materii fecale cit și de bacterii lizogene. 


Izolarea bacteriofagilor prin metoda directă 


a) Din materiale ca urină, materii fecale, exsudate puru- 
lente se introduc cantități de aproximativ 1 g materii 
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fecale, 1 ml urină, 1 ml exsudat în 30 ml bulion. Se incu- 
beaza 18—24 ore la 37°C. Se filtrează prin hîrtie de 
filtru sau se centrifughează la 2000—3000 ture/minut pen- 
tru îndepărtarea particulelor mari, Pentru îndepărtarea 
sau inactivarea bacteriilor din lichidul obţinut se pot folosi 
următoarele procedee: 

— filtrarea prin filtre Seitz, EK sau de sticlă; 

— tratarea cu cloroform (0,5 ml cloroform la 10—20 
ml), urmată de agitarea energică, după care se lasă să se 
limpezească cîteva ore la temperatura camerei sau peste 
noapte la frigider; apoi se decantează; 

— inactivarea prin încălzire 30—60 minute la 59— 
60°C; această metodă se poate aplica numai în cazul 
acelor sisteme fagobacteriene în care fagii sînt mai rezis- 
tenti decit bacteriile gazdă. 

b) Din apă: se amestecă 30 ml bulion cu un volum 
egal de apă de cercetat, se incubează 18—24 ore la e 
apoi se îndepărtează sau se inactivează bacteriile după 
metodele amintite mai sus. à 

c) Din bacterii lizogene: se cultivă în bulion tulpina 
prezumptiv lizogenă. După incubare 24 ore la 37°C sau 
4—5 ore la 37°C gi păstrare peste noapte la frigider se 
incearca separarea fagului. 

Izolarea prin metoda multiplicării. Se folosește în cazul 
produselor care conțin cantităţi foarte mici de fag si nu 
pot fi puse în evidență prin metode directe. Metoda con- 
sta în adăugarea la bulionul însămânțat cu produsul de 
cercetat, a ditorva picături de cultură tnără în bulion, a 
unei tulpini lizosensibile indicatoare. Multiplicarea poate 
fi monovalentă (cu o singură tulpină) sau polivalentà 
(amestec de mai multe tulpini sensibile). Operația poate 
fi unică sau repetată. 

Metode de punere în evidenti a  bacteriofagilor. in 
produsele obținute prin metodele amintite mai Sus, se 
cerceteaza prezența fagului examinind activitatea prepa 
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ratelor respective fati de o tulpină sensibilă (cultură tânără 
de 1—2—3 ore în mediu lichid) prin diferite procedee. 

1. Se iînsăminţează tulpina bacteriană pe suprafaţa aga- 
rului (1,5—29/,, pH—7) în plăci Petri, prin ráspíndirea 
culturii în strat uniform și îndepărtarea excesului cu aju- 
torul unei pipete Pasteur. Se lasă placa întredeschisă la 
termostat sau în apropierea becului de gaz (15—30 minute) 
pînă agarul absoarbe cultura. 

Înainte de insaminpare se delimitează pe fundul plăcii 
cu creion dermatograf sau cerneală de scris pe sticlă, 
patrate notindu-se în fiecare simbolul (număr, literă etc.) 
preparatelor ce se vor examina pentru prezența fagului. 

După uscarea suprafeţei însămînțate cu cultura bacte- 
riană sensibila, se depun picăturile cu ajutorul unei anse 
fine din preparatele de examinat în pătratele corespunzi- 
toare. Placile se lasa la temperatura camerei pînă cînd 
picăturile sînt absorbite. Se incubează la termostat cu 
capacul în jos. 

Temperatura de incubare ca și durata sînt variabile în 
raport cu ¡particularitatile de creștere a speciei microbiene 
de cercetat. Obignuit, se incubează la 37°C timp de 20— 
24 ore. În cazul prezenţei fagului, apar zone de liză în 
dreptul picaturilor depuse. 

2. Insaminfarea în dublu strat (descrisă pentru prima 
oară de Gratia, 1936): se toarnă agar 29/9 topit şi 
răcit la 45?C în placi Petri şi se lasă să se solidifice. Para- 
lel, se pregatesc tuburi cu cîte 1—2 ml agar (0,70/0) topit 
şi răcit la 46%, care se însămînțează cu cîteva picături din 
cultura sensibilă gi se menţin în baie de apa la 46°C. 

În tuburile astfel însămânțate se adaugă cîteva picături 
din preparatul în care se presupune existența fagului şi 
conţinutul fiecărui tub se toarnă În plăci pregatite în 
prealabil cu agar 2%/0. Se incubează la 37*C timp de 24 
ore. În cazul prezenţei fagului, în plăci vor apare zone de 
liză, izolate, numite plăji. 
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Pentru a izola bacteriofagul în cultură pură din aceste 
plăji se poate face transplantarea atingind cu ansa sterilă 
centrul unei plaje și introducind-o într-o cultură tînără 
din aceeași tulpină bacteriana care s-a folosit inițial. Se 
incubează 24 ore la 37*C, apoi se procedează la separarea 
fagului printr-una din metodele amintite (filtrare, cloro- 
formare, termoinactivare). 

Titrarea bacteriofagilor. Se fac dilutii seriate de bacte- 
riofag în apă fiziologică sau bulion $i apoi se folosește 
unul din procedeele următoare: 

1. Se delimitează în prealabil patrate (numărul lor 
fiind egal cu numărul dilugilor de fag efectuate) pe fundul 
plăcii în care s-a turnat și solidificat în prealabil un 
strat de agar. Se insamíinteazà agarul din placa Petri prin 
raspindirea culturii sensibile pe suprafața mediului si în- 
departarea excesului. După uscarea culturii, se depune cîte 
o picătură din dilutiile de fag în ariile delimitate. Se incu- 
beaza, se notează dilutia maximă activă de fag. 

2. Metoda dublului strat de agar. Se procedează la fel 
ca şi în cazul izolării fagului (vezi pag. 310). De data 
aceasta se pregătesc atitea plăci cu agar 29/9 cite dilutii de 
fag s-au efectuat. Paralel, se distribuie în tuburi mici (nu- 
mărul tuburilor egal cu numărul dilutiilor) cite 0,5 ml din 
dilutii de fag la care se adaugă cîte 0,5 ml cultură tînără 
în bulion din tulpina sensibilă şi 1 ml agar topit şi răcit. 
Se omogenizează $1 se toarnă conţinutul fiecărui tub în 

cîte o placă cu agar 29/9 pregătită în prealabil. 

După o incubare de 24 ore la 37?C, se notează numă- 
rul plăjilor din fiecare placă, se înmulțește cu diluria, 
exprimîndu-se astfel titrul prin numărul de PFU (plaque 
forming units = unități formatoare de plaje) pe ml. 


Obţinerea preparatelor fagice cu titru ridicat. Se pot 
folosi diferite metode, A da ms (1959) recomandă urmă- 
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toarele metode care dau rezultate bune la obținerea fagilor 
coli cu titru ridicat: 

1. Pe plăci cu agar se întinde cu spatula Drigalsky 
amestec din cultură concentrată în bulion de E. col; și can- 
titate suficientă de fag pentru a obține o liza confluentă 
(105—106 virioni). După incubare timp de 12—18 ore, în 
fiecare placă se adaugă 3 ml bulion și se lasă 15—20 mi- 
nute. Apoi bulionul se decantează și se centrifugheaza. 

În supernatantul obținut există pînă la 1011—1012 
particule de fag. 

2. În același scop se pot folosi plăci pregătite prin me- 
toda dublului strat de agar. Se pregătesc 4 placi conținînd 
cultura bacteriană cu 10? particule de fag în fiecare și se 
incubează 24 ore la 37*C. Apoi în fiecare placa se adaugă 
cie 5 ml bulion; se desprinde stratul de agar moale cu 
ajutorul unei baghete de sticlă și materialul din cele 4 
plăci se recoltează într-un flacon cu 20 ml bulion. Dupa 
30 minute de extracție prin agitaţii periodice, se îndepar- 
tează fragmentele de agar și resturile de bacterii prin cen- 
trifugare la turapii mici. Se obțin astfel 15 ml cultură de 
fag coli T; care conţine într-un ml pînă la 8x10% 
particule. 

Tehnica testului fagic. Pe baza sensibilităţii diferite a 
bacteriilor faţa de bacteriofagi este posibilă diferențierea 
unor specii prin testul fagic (de ex.: B. antbracis de 
B. cereus, Brucella abortus de celelalte specii de Brucella). 
În acest scop se íinsámíngeazà bacteria de identificat pe 
agar în plăci (prin spălarea suprafeţei cu 1—2 ml dintr-o 
cultură în mediu lichid de 24 ore). După uscarea mediu- 
lui, se depun picături de bacteriofag în sectoarele presta- 
bilite şi notate pe fundul plăcii. După 24 ore de incubație 
se trag concluzii pe baza prezenţei sau absenței zonelor 
de liză în sectoarele fagilor specifici (de ex.: fagii speci- 


312 


fici pentru B. anthracis produc zone de liză numai la 
această specie, nu şi la B. cereus). — . 

Tehnica lizotipiei. O altă aplicaţie practică a fenome- 
nului de bacteriofagie este tipizarea fagică, care a fost 
posibilă datorită comportării deosebite fața de diferiți 
bacteriofagi a unor tulpini aparținînd aceleiaşi specii bac- 
teriene, creindu-se astfel tipuri bacteriofagice printre tul- 
pini care biochimic si serologic se prezintă întrutotul 
identic, 

Determinarea tipului fagic (lizotipia) a devenit o metoda 
de investigaţie folosită în special în epidemiologie, pentru 
stabilirea sursei de infecție și a filiației cazurilor. 

Lizotipia poate fi efectuată numai de către laboratoare 
care posedă colecții (seturi) de fagi necesare schemelor de 
tipizare devenite aproape clasice pentru anumite bacterii 
(stafilococi, salmonele etc.). 


Se procedează astfel: 


— Se desenează cu cerneală sau creion dermatograf 
pătrate pe fundul unei plăci sterile. Numărul pătratelor 
va corespunde cu numărul fagilor din colecție. În placă 
se toarnă mediul de cultură (mediul variază după specia 
bacteriană care se tipizeazá) și, după solidificarea mediu- 
lui, se insaminteazá placa în suprafață cu tulpina bacte- 
riană de examinat. 

După uscarea plăcii se depun picături (cu ansa) din 
preparatele fagice, în dilugia test de rutina (DIR) din 
colecţie. DTR reprezintă diluția maximă de fag care 
lizează complet tulpina indicatoare. După incubare de 
24 ore la 37°C, se notează fagii care produc plaje pe ga- 
zonul bacterian. Tipul fagic se stabileşte după tulpinile de 
fag active, conform schemelor de lizotipie existente. 

Amanunte referitoare la tehnicile folosire în studiul 


bacteriofagilor se găsesc în lucrarea ,Bacteriophages? de 
Adams (1959), 
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METODE DE PUNERE ÎN EVIDENȚĂ 
A BACTERIOCINELOR 


Detectarea tulpinilor bacteriocinogene 


Metoda dublului strat de agar: tulpinile prezumptiv 
bacteriocinogene se însămînţează prin intepare în agar, în 
plăci Petri. Într-o placă se pot insaminta astfel mai multe 
tulpini bacteriene. După incubare timp de 48 ore la 37°C, 
se inactivează culturile cu cloroform (se pun cîteva pica- 
turi în capacul plăcii, se lasă astfel 15—30 minute la 
temperatura camerei). Vaporii de cloroform exercită un 
efect bactericid, făra să altereze bacteriocinele, eventual 
elaborate și difuzate în mediu. Apoi tulpina indicatoare 
(sensibilă) se însămînțează peste cultura primară inacti- 
vată, prin acoperirea acesteia cu 4—5 ml agar 1,790, topit 
şi răcit la 45*C, la care s-a adăugat 0,1 ml cultură. Dupa 
incubare 24 ore la 37?C, se observă cultura sensibilă dez- 
voltata în pînză, iar în dreptul tulpinilor bacteriocinogene 
zone de inhibitie. 

Insimintarea în linii încrucişate: Se 4nsiminteazi în 
linie dreapta în mijlocul suprafeţei unei plăci cu agar, bac- 
teria presupusă a fi bacteriocinogenă şi după 48 ore de 
incubare la 37*C, se cloroformează pentru a omori cultura. 
Apoi se însamânţează tot cu ansa, perpendicular pe prima 
linie de însamînțare, tulpinile sensibile. La 24 ore de incu- 
bare la 37°C se interpretează rezultatele după prezența 
sau absenţa zonei de inhibirie. 

Însăminţarea prin spotare. Se depun picături (spoturi) 
din culturile presupuse a fi bacteriocinogene în puncte 
separate spre marginea cutiei Petri. Se incubează 48 ore, 
se cloroformeazá si apoi peste acestea, astfel ca să depá- 
$eascá marginea culturii iniţiale, se depun picături din cul- 
tură în mediu lichid a tulpinii sensibile. Se incubeazà si se 
interpretează rezultatele în funcţie de prezenţa sau absenţa 
zonei de inhibiție, 


314 


(i bacte- 
riocinogena se insaminteaza pe suprafața agarului (in spot 
ny striuri). Dupà incubare timp de 48 ore se detașează 
agarul de pe marginea placii cu o spatulă sterilă si se lasa 
să- cadă în capac cu cultura în jos. Pe suprafața opusa 
culturii se însămînțează tulpina indicatoare (sensibila). 


Metoda Kék ess (1970): tulpina presupusă a | 


Pregătirea preparatelor cu bacteriocine 


Pentru studiul bacteriocinelor este necesar ca ele să fie 
obținute în mediu lichid, cu titru ridicat și cît mai puri- 
ficate. În acest scop se pretează medii bogate în acizi ami- 
nati, avînd pH-7 (Bran dis, 1970). 

Identificarea bacteriocinelor obținute se face prin com- 
pararea specificitatii acestora faţă de unele tulpini sensibile, 
cu specificitatea unor bacteriocine standard. 


Aplicațiile bacteriocinelor 


Examenul sensibilităţii unor tulpini faţă de mai multe 
bacteriocine se realizează prin însămânţări în linii perpen- 
diculare, conform tehnicii amintite la pag. 314. Prin 
aceasta tehnică s-a încercat în ultimii ani, fără a se fi 


ajuns deocamdată la rezultate concludente, stabilirea unor 
bacteriocinotipuri. 


— ET 


REACŢIILE SEROLOGICE 


Reacțiile serologice sînt reacții antigen-anticorp utili- 
zate pe scară largă atit în practica diagnosticului unor 
bacterioze, cît și în practica identificării unor specii sau 
serotipuri bacteriene (salmonele, leptospire etc.). 
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REACȚII DE SEROAGLUTINARE 


Prin seroaglutinare se înţelege aglutinarea antigenului 
sub acțiunea anticorpilor. Elementele necesare reacției sînt: 
(1) Antigenul numit în cazul acestei reacţii aglutinogen, 
reprezentat printr-o suspensie microbianá (arf&igen corpus- 
cular). 

2) Anticorpii care se găsesc în serul imun; anticorpii 
aglutinanti sînt numiţi aglutinine. 

(3) Electrolitii — reprezentaţi prin ionii de clor și de so- 
dii din apa fiziologică în care s-a suspendat antigenul 
(corpii microbieni). În absența electroliților, reacţia nu se 
produce. 


Reacția poate fi executată după mai multe tehnici. 

Tehnica aglutinării rapide pe lamă. Suspensia care ser- 
veste ca antigen poate fi pregătită în prealabil în canti- 
tàd mari prin spălarea culturilor pe agar. Se poate pre- 
para însă antigenul și ad hoc dintr-o cultură pe agar, fa- 
cînd o suspensie pe lamă într-o picătură de soluţie cloruro- 
sodică izotonică. În acest scop se procedează ca la execu- 
tarea frotiurilor de pe agar, cu deosebire că în cazul de 


față suspensiile trebuie să fie mai dense, lăptoase și de o 
omogenitate perfectă. 


Fig. 14 — Schema reacției de agluti- 
nare rapidà pe lami: 

1 — antigen; 2 — ser de examinat 3 — 

solutie cloruro-sodicá izotonicá ;- 4 — set 

normal provenind de la aceeasi specie ani- 


mali de la care provine serul de examinat 
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La Suspensia de antigen se adaugă o picătură de ser 
suspect. În cazul prezenţei anticorpilor, în ser se produce 
aglutinarea corpilor bacterieni și reacția este considerată 
pozitivă. În cazul absenței anticorpilor din ser, suspensia 
îşi păstrează omogenitatea și reacția este negativa. 

Tulpinile care 'aglutinează prin suspendare în soluție 
cloruro-sodică izotonică spontan, numai datorită acțiunii 
elecroliților, nu pot fi folosite pentru prepararea antige- 
nului. Pentru aprecierea reacției este, de asemenea, nece- 
sar controlul acţiunii serului normal al speciei de la care 
provine serul de examinat asupra antigenului. Dacă serul 
normal al unei specii animale conţine aglutinine nespe- 
cifice faţa de antigenul de lucru, se trage concluzia că 
serul speciei animale respective nu se pretează pentru 
practicarea diagnosticului serologic. Pentru confirmarea 
reacției pozitive se poate recurge si la o reacție cu un 
ser cunoscut pozitiv. 

Suspensiile de antigen la care se adaugă soluție cloruro- 
sodică izotonică, ser normal și ser cunoscut pozitiv con- 
stituie martorii reacției. 

În ceea ce priveşte aspectul particulelor aglutinate se 
pot deosebi două tipuri de aglutinare: un tip granular, 
cînd particulele sînt mici, si un tip floconos, cînd par- 
üculele sînt mai mari, avînd aspect de flocoane. Tipul 
granular este, de regulă, caracteristic pentru reacțiile ce 
se petrec între antigenii şi anticorpii somatici (0), iar ti- 
pul floconos pentru cei flagelari (H). 

Reacţia de aglutinare cu singe integral (bemaglutinare). 
Este o variantă a reacției de seroaglutinare rapidă pe la- 
ma $i diferă de aceasta prin folosirea sîngelui integral în 
locul serului. Această reacție se utilizează îndeosebi pen- 
tru diagnosticul salmonelozelor aviare. Se pune pe lamă 
o picătură de antigen pullorum-gallinarum cu anticoagu- 
lant, la care se adaugă o picătură de sînge, recoltatà în 
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urma secționării unuia din zimţii crestei. Interpretarea 
reacției nu difera de seroaglutinarea rapida pe lama. Aceasta 
tehnică prezintă avantajul posibilității unui diagnostic 
rapid la un efectiv mare de pasari. 


În afara diagnosticului salmonelozelor aviare, reacția de 
hemoaglutinare rapidă se poate folosi și în diagnosticul 
tuberculozei aviare, după cum și pentru diagnosticul in- 
fectiilor brucelice. În acest scop ea se execută într-un mod 
asemănător, folosindu-se însă un antigen brucelic colorat, 
cu trifeniltetrazolium citratat. Metoda consta în ameste- 
carea unei picături de sînge cu una de antigen. Reacția se 
produce în 3—5 minute. Pentru aceasta reacție este ne* 
cesará o temperatura de 18—20*C. 

Tehnica aglutinării lente în tuburi (R.A.L.). Aglutina- 
rea rapida permite decelarea calitativa a anticorpilor din- 
tr-un ser suspect, dar nu și aprecieri cantitative. 

Pentru a obține date precise cu privire la prezența 
agluuninelor într-un ser și la cantitatea (titrul) aces- 
tora în serul respectiv se recurge la tehnica aglutinari 
lente în tuburi. 

Principial, aglutinarea lentă constă în punerea în con- 
tact în tuburi de reacție a antigenului cu diluţii crescinde 
de ser. 

Reacţia se citeşte, de obicei, după 24 de ore, în care 
timp tuburile sint ţinute la termostat sau într-o baie de 
apă la temperatura de 37*C. 

4) Citirea reacției se face prin compararea tuburilor din 
7 serie cu tubul-martor în care există numai antigen. 

Criteriile pe baza cărora se face interpretarea reacției 
sînt: 

— gradul de clarificare sau de turbiditate a lichidului 
supernatant; 

— aspectul depozitului. 
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în funcție de aceste doua elemente, tuburile se notează 
astfel: 


4-4 + + =supernatant: clari T are totală depozit mare, umbre 
liform, ocupă tot fundul tubului, intinzindu-se şi pe pereţi, are mar- 
ginile franjurate; RES E y E 
^ 4-24 =supernatant: turbiditate ușoară — depozit asemănător 
cazul de mai sus; eventual ceva mai mic; ; pa 

++ =supernatant: turbiditate potrivită — depozit tot umbreliform 


şi cu marginile franjurate, dar mai mic; 

+ =supernatant: turbiditate mai intensă, aproape ca în tubul-martor, 
depozit umbreliform mic; au 

—= supernatant: turbiditate identică cu a tubului-martor, — depo- 


zit inexistent sau mic, lenticular, în punctul cel mai decliv al tubului. 


Aglutinarea notata cu ++-++ presupune aglutinarea 
totală a antigenului, reacția notată cu +++, o agluti- 
nare a peste 500/ din antigen, cea notata cu ++, aglu- 
tinarea a aproximativ 50%, din antigen, în tuburile nota- 
te cu minus nu există aglutinare (aspect identic cu al 
tubului-martor). 

Concentrația minima de anticorpi (exprimata în dilu- 
fia maxima) reprezintă titrul aglutinant al serului respec- 
tiv, acesta constituind în practica de laborator curentă 
modul concret de apreciere cantitativă a aglutininelor. 


4 Unele seruri, în concentraţii mari, pot avea o acţiune 


aglutinanta nespecifică, datorită unor proteine serice. În 
acest caz, în interpretarea reacției nu se iau în conside- 
rare primele tuburi, în care serul este încă în concentra- 
e mare; pentru a trage concluzii asupra diagnosticului, | 
este necesar, ca aglutinarea să depășească o dilufie limita 

prevăzută în protocol. 

? Un alt fenomen nespecific, care poate crea dificultăți 

în interpretarea reacției de aglutinare lenta, îl constituie 

acțiunea inhibantă asupra aglutinării a unor proteine se- 

rice. Această acţiune inhibantă se manifestă tot în tuburile 

cu concentrații mari de ser. Această particularitate întâl- 

nită uneori la reacţiile de aglutinare lentă poartă numele 
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de fenomen de zonă și prezintă, de asemenea, importanță 
în interpretarea rezultatelor reacției. 


Reacția de aglutinare lentă se aplică în diagnosticul sal- 
monelozelor, al brucelozei, morvei, tularemiei, colibacilozei 
etc. 

ln privința detaliilor de tehnică există deosebiri de la o 
specie microbianà la alta în modul de pregatire a anti- 
genului si de executarea diluțiilor. În funcție de aceste 
detalii, reacția de aglutinare poarta numele diferiților au- 
tori, care au introdus-o ca metoda de diagnostic la diverse 
specii microbiene. Astfel, tehnica folosita în diagnosticul 
febrei tifoide umane este cunoscută sub numele de reacție 
Widal, iar cea practicată în bruceloza — reacția Wright. 


Redăm mai jos protocolul reacției Wright, așa cum se 
execută la nivelul laboratoarelor judeţene veterinare. 


+ Antigenul brucelic se dilueaza 1/40 în soluție cloruro- 
sodică izotonică (8,59, CINa) perfect neutră. Pentru evi- 
tarea infectării în cursul reacției se adaugă la antigenul 
astfel diluat 3—50/ fenol. Pentru executarea reacției se 
fac dilutii de ser: 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 
etc. (în cercetări de laborator, dilutia maximă la care se 
merge este de 1/1600 pentru serurile de porcine și 
1/10 000 pentru serurile de taurine). Pentru pregătirea 
diluțiilor se procedează după cum urmează: în tuburi de 
reacție Wassermann se repartizează în primul tub 3,6 ml 
antigen diluat, în al doilea 1 ml, în al treilea 1,5 ml si în 
restul cîte 1 ml. Se pune apoi în primul tub 0,15 ml ser 
de studiat, se omogenizează prin pipetare. Din acest tub se 
pune 1 ml în al doilea tub și 0,5 ml în al treilea tub. 
După aceasta se pasează câte 1 ml din tubul 3 în tubul 4, 
apoi din tubul 4 în tubul 5 și așa mai departe. În acest 
fel obținem diluţiile 1/25, 1/50, 1/100, 1/200... etc. Se 
pune stativul la termostat la 37?C si se lasà 24 ore. Dupà 
aceasta se face interpretarea. 
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Reactia inelará. Este o tehnică prin care se pun in evi- 
dentà anticorpii aglutinanji, care se elimină prin dp. Ea 
se utilizează pentru diagnosticul infecțiilor brucelice. Se 
repartizează în tuburi Wassermann cîte 2 ml din probele 
de lapte de examinat. Nu se poate folosi decît Japte 
proaspăt, nefiert. La fiecare proba de lapte se adauga cite 
2—3 picături din antigenul colorat cu hematoxilina sau 
clorură de trifenil tetrazolium. Reacţa se produce într-un 
interval de 30—120 minute la 37*C sau la temperatura 
camerei. Citirea reacției se face în momentul formării ine- 
lului de grăsime la suprafaţă. În cazul reacției pozitive se 
constituie la suprafața laptelui un inel colorat, rezultat din 
antrenarea la suprafață de către grăsimea din lapte a anti- 
genului aglutinat. În cazul reacției negative, laptele ramîne 
colorat uniform, iar inelul de smîntînă de la suprafața 
este alb. Notarea intensității reacției se face în felul urma- 
tor (conform recomandarilor O.M.S.): 

+++ = inel bine colorat, coloană de lapte albă; 
inel bine colorat, coloană de lapte slab colorată; 
— inel bine colorat, coloană de lapte bine colorată; 
— inel mai puţin colorat sau de culoare identică cu co- 


loana de lapte; 
-— — inel alb sau slab colorat, coloana de lapte colorată. 


|] 
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Reacția eM iglutinare-lizi. Este o reacţie folosită pentru 
diagnosticul leptospirozelor și stabilirea tipurilor de lepto- 
spire. Se execută astfel: pe lame bine degresate se pune 
cite o picătură din serurile antileptospirice cu specifici- 
tate de serotip, existente în laborator și eventual diluate, 
la care se adaugă cîte o picătură din cultura de leptospire 
care trebuie identificată; se omogenizează şi se lasă lama 
acoperită cu o placă Petri uimp de 10—15 minute la 
temperatura camerei, după care se examinează la micro- 
scop în cîmp întunecat. 

În cazul reacției pozitive, cînd serul corespunde tulpinii 
examinate, în picătura respectivă se produce aglutinarea 
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11 — Bacteriologia veterinară aplicată 


urmată uneori de liza germenilor. Aglutinarea se mani- 
festă prin constituirea unor gheme mari formate din lepto- 
spire, pe marginea cărora se găsesc uneori leptospire libere 
în mișcare. Citva timp după aglutinarea leptospirelor apar 
fenomenele de lizà care se traduc prin imobilizarea ger. 
menilor, a căror citoplasmă devine apoi granulara și se 
lizează. Notarea reacției se face astfel: 


L = in cîmpul microscopic se produce liza totală ager- 
menilor 

++++ = aglutinare intensă; toate leptospirele sint prinse in 
gheme mari, stelate cu aspect de páianjen; 


++ =se observă numeroşi păianjeni, dar si leptospire libere; 

++ = 6—12 păianjeni pe cîmp microscopic, fiind prezente 
şi numeroase leptospire libere; 

+ = numărul de păianjeni este mic: majoritatea. lepto- 


spirelor sint libere: i; 
-— = toate leptospirele din cîmpul microscopic sînt li- 
bere. 


=— A 


REACTII DE SEROPRECIPITARE 


Au ca principiu precipitarea antigenului sub acțiunea 
anticorpilor. Elementele necesare reacției sint: 

— Antigenul — reprezentat de un extract microbian, o 
toxina, o suspensie ide virus etc. (în general, un antigen 
molecular). 

Pentru prepararea antigenului se pot aplica metode: 
mecanice (filtrarea), fizice (încălzirea la 100°C sau inghetàri 
și dezgheţări succesive) și chimice (prin hidroliza cu acizi — 
cel mai frecvent fiind folosit acidul clorhidric). Antigenul 
este numit precipitinogen. 

— Anticorpul — prezent într-un ser. Anticorpii precipi- 
tanti sînt numiţi precipitine și apar mai greu în ser decît 
aglutininele. În cazul preparării în condiţii experimentale 
a serurilor precipitante este necesar ca antigenul să fie ino- 
culat pe eb intravenoasă, În reacţie intervin și electroligii. 
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Reacţia de seroprecipitare se execută după numeroase 
tehnici, care difera îndeosebi prin metoda de preparare a 
antigenului. 

Indiferent de metoda de preparare, antigenul se prezintă 
sub forma unui lichid limpede. Prepararea precipitinogenu- 
lui constituie prima operaţie în vederea executării reacției. 

A doua operație o constituie executarea propriu-zisă a 
reacției si constă în punerea în contact a precipitinogenului 
cu serul preaipitant. În privința modului de punere în con- 
tact a celor 2 elemente se deosebesc doua procedee de bază 
şi anume precipitarea în mediu lichid și precipitarea în 
mediu gelozat semisolid (imunodifuzia). Fiecare din aceste 
procedee are la rîndul lui mai multe variante tehnice. 


Precipitarea în mediu lichid 


Această reacţie poate fi executată din punct de vedere 
calitativ, urmărindu-se numai evidenţierea cuplului antigen- 
anticorp si cantitativ, reacţia permiţind determinarea titru- 
lui unuia din elemente, de regulă cel al anticorpilor: 

Reacţia calitativă îşi găsește o aplicație frecventă într- 
una din tehnicile curent folosite în laboratoarele de bacterio- 
logie veterinară pentru diagnosticul antraxului, cunoscută 
sub denumirea de reacția Ascoli, după numele autorului 
care a imaginat-o (Alberto Ascoli). 

Tehnica Ascoli. Antigenul se prepară din organele ca- 
davrelor suspecte de antrax care se taie mărunt cu foarfe- 
cele și se suspendă în soluţie cloruro-sodică izotonică, ra- 
portul între volumul de organe și volumul de soluţie clo- 
ruro-sodică izotonică fiind de 1/3. Organele care se preferă 
pentru prepararea antigenului sînt cele splanhnice, îndeosebi 
splina, Organele cadavrelor cu antrax sînt totdeauna foarte 
bogate în bacili, cantitatea acestora fiind apropiată de a 
suspensiilor care se execută din culturi. Suspensia de 
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germeni, respectiv broiajul de organe, se supune apoi ex- 
tracher prin căldură, punindu-se tuburile într-o baje de 
apa, unde se tin timp de 10—15 minute la temperatura 
de 100*C (în apă clocotită), Dupa acest interval, suspensia, 
respectiv broiajul, se filtrează printr-un filtru de vară de 
azbest, filtratul fiind limpede, de culoare ușor gălbuie. În 
cazul cînd filtratul prezintă un grad ușor de turbiditate, 
filtrarea trebuie repetată. Filtratul astfe] obținut reprezintă 
precipitinogenul. 

Reacția se execută, repartizind 1—2 ml antigen într-un 
tub de reacție Wassermann și adăugînd cu o pipetă Pasteur 
bine efilată o cantitate aproximativ egală de ser precipitant 
anticărbunos; adăugarea serului se face foarte încet, spriji- 
nind virful pipetei pe fundul eprubetei, astfel ca cele două 
lichide să nu se amestece. În cazul reacției pozitive, în 
2—3 minute, apare la zona de separare între ser și antigen. 
un precipitat alb sub forma unui inel sau disc. => 

In cazul diagnosticului antraxului din piel extractia 
precipitinogenului se face, de regulă, prin macerare. Pieile 
se taie în fragmente mici, ca si organele si se pun la 
macerat în soluție cloruro-sodică izotonică, fenolatà, timp 
de 24 ore, după care se filtrează ȘI se execută reacția în 
același mod. Această tehnică poartă numele de reacția As- 
coli la rece. Reacţia Ascoli nu dă rezultate după sărarea 
pieilor. 

Reacția cantitativă a fost introdusă în ¡practica titràrii 
serurilor antitoxice de Ramon în 1922, care a folosit 
termenul de ,serofloculare*, care s-a păstrat pînă astăzi. 

Seroflocularea permite titrarea serurilor antitoxice pe 
baza relaţiei existente între proporția dintre cantitatea 
de anticorpi si de antigen cu timpul de apariţie al precipi- 
tatului şi cu cantitatea de precipitat, Această relație este 
constantă în cazul asigurării anumitor condiții de mediu 
și anume a unui grad de molaritate al clorurii de sodiu de 
0,05 M-0,25 pentru serurile de mamifere si de 1,5 M pen- 
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tru serurile de păsări, a pH între 6,4 51 8,2 și a unei tem- 
peraturi optime de 4°C. Cu toate ca timpul de floculare 
este mai scurt la 30—45?C, la 4?C precipitarea este mai 
completă, iar reacția cantitativă mai sensibila. — 

Principiul reacției dintre raportul Ac/Ag și viteza de 
floculare constă în aceea, că timpul apariţiei precipitatului 
este cu atit mai scurt cu cît raportul Ac/Ag este mai 
apropiat de valoarea 1. Un exces al unuia dintre elemente 
duce la lungirea timpului de floculare. 

Executarea reacției constă în amestecarea în cantități și 
dilugi diferite a celor două elemente, cronometrarea timpu- 
lui apariţiei precipitatului și evaluarea cantității de preci- 
pitat. 

În cazul când interesează o apreciere de mare precizie, 
se alege tubul cu cantitatea maximă de precipitat sí după 
centrifugare se dozează azotul total din precipitat. Dozind 
separat azotul total din antigen şi calculind diferenţa, 
se poate avea o evaluare exactă a cantității de anticorpi. 


Precipitarea în medii semisolide (gel de agar) 
sau imunodifuzia 


Prima observaţie privind o precipitare antigen-anticorp 
A > CES ; | 
într-un mediu semisolid aparţine lui B e chhold (1905). 
Abia Oudin în 1946 si apoi Ouchterlony s 
Elek în 1948 dau reacției o aplicație practica, demon- 
strínd că ea permite aprecierea numerică, identificarea şi 
dozajul fractiunilor antigenice dintr-un complex. 
Fenomenul de difuziune în gel depinde de mărimea 
porilor gelului, după cum și de relația dintre viteza si 
coeficientul de difuziune, care este următoarea: 


dC 
J=-—D——, în care 
d 


J= viteza de difuziune; 
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Toy 


= coeficientul; 
dC j 
—— = gradul de concentraţie al soluției care difuzează 
dx 

moment dat. 


d un 


Coeficientul de difuziune este la rîndul lui în raport 
de directă proportionalitate cu temperatura, iar viteza de 
difuziune cu concentraţia soluţiei care difuzează, 

Metodele de imunodifuzie se pot clasifica, pe baza 
numărului elementelor care difuzează, în metode de difu 
ziune simplă (Oudin) si dublă (Ouchterlon y), 
iar pe baza direcţiei de difuziune în verticale $1 orizontale. 
Enumeràm 4 metode prinoipale. 

Difuziunea verticală simplă (O udin, 1946). Într-un 
tub de reacție se repartizează serul inclus în gel de agar 
27/5, iar deasupra se repartizează antigenul fn stare lichidă. 
Antigenul difuzează în gelul cu ser, în care vor apare zone 
de precipitare. 

Difuziunea verticală dublă (Oakley si Fulthor pe, 


l2 Difuziunea orizontală dublă, care poate íi 
practicatà prin 2 tehnici. 


T 


| 4 Fig, 15 — Schema reacției de precipitare în gel de agar, 
metoda difuziunii verticale duble (după Vidal): 
J 1 — soluție antigen; 2 — agar 1%; 3 — agar 294 -h volum 
egal de antiser; 4 — linii de precipitare 
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Tehnica difuziunii duble 
(după Ouchterlony, 
1949) care constă în repar 
tizarea antigenului și a se- 
rului in godeuri opuse. Este 
tehnica cea mai frecvent fo- 
lositá. Grosimea gelozei se 
recomanda sa fie de 0,5 cm. 
De regulă, serul se ampla- 
sează în godeul central, iar 
în mai multe godeuri de jur 
împrejur mai mulți antü- č | 
geni. Amplasarea poate fi Ln c [42] 
inversa dacà >£ urmăreşte Fig. 16 — Schema reacției de 
reacţia unui antigen cu mal precipitare în gel de agar (după 
multe seruri. Lamele sau plă- Vidal). Tehnica difuziunii du- 


1 ES ble (după Ouchterlony): 
cle se țin la temperatura  , antigenii A, si Az sint diferiţi: 


camerei, în mediu umed, dau o precipitare, incrucisatá; b — As 
a E A si A2 sînt identici: zona lor de preci- 
mal multe zile. Citirea se pitare se întîlneşte pe acelaşi arc; c 
DOR — antigenul A. prezintă o identitate 
face de preferință într-o parţială cu antigenul Az 
cameră întunecată luminind 
reacțiile de jos. Se notează numărul liniilor de precipitare 
care corespunde unor fracțiuni antigenice cu viteză şi coefi- 
ciente de difuziune diferite. Tehnica Ouchterlony permite 
şi examinarea unor eventuale inrudiri antigenice pe baza 
modului în care se unesc sau se întretaie arcurile de pre- 
cipitare (interpretarea rezultatelor unor astfel de examene 
este prezentată în fig. 16). După citirea rezultatelor re- 
acríilor, lamele sau plăcile pot fi supuse spălării, uscării 
şi colorării prin difemite metode, putînd fi păstrate sub 
această formă un timp nedefinit. 
Tehnica difuziunii duble (după E ek , 1949). În varianta 
lui Elek antigenii si serurile nu sînt repartizate în 
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Fig. 17 — Schema reacției de precipitare 

în gel de agar (după Vidal). Tehnica di- 
fuziunii duble (după Elek): 

a — hirtie de filtru îmbibată cu ser; bı şi ba 

— hirtii de filtru îmbibate cu soluţii de antigeni. 


Antigenul sau anticorpul difuzează pornind de la 
benzi de hîrtie de filtru dispuse perpendicular 


podeuri. Benzi de 
hîrtie de filtru se 
imbiba cu elemen- 
tele respective si se 
așază apoi pe su- 
prafaga gelului în 
poziții perpendicu- 
lare unul fata de 
celălalt.  Arcurile 
de precipitare apar 
în unghi faga de 
benzi (fig. 17). 


IMUNOELECTROFOREZA 


Este o varianta a reacției de seropreoipitare în care unul 


din elemente este separat în fracțiuni printr-o operație de 
electroforeza, iar celălalt este integral. Reacţia este în 
mică masură folosită în bacteriologie, avind aplicaţie mai 
mult în domeniul analizei imunologice și imunochimice a 
diferitelor seruri. Principiul metodei este următorul: 

— Elementul, care urmează să constituie antigenul din 
reacție, se supune mai întîi electroforezei în gel de agar 
sau de agaroză. 


— Dupa aceea, pe marginea sau în centrul lamei cu gel 
se excaveaza un gant care se umple cu serul imun integral. 

— În etapele următoare, reacția nu se deosebeşte de 
imunodifuzie. Arcurile de precipitare apar pe marginea 
șanțului, spre care sînt orientate convex. Numărul arcuri- 
lor este de regulă mai mare ca în cazul imunodifuziei, 
reacția permitfínd o analiză imunologică mai de detaliu a 
antigenului respectiv, 
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Dupa citirea reacției, preparatele pot fi tratate la fel 
ca cele din imunodiluzie (prin spălare, uscare, colorare) 
în scopul conservarii lor pe timp nelimitat, 


REACȚIA DE FIXARE A COMPLEMENTULUI 
(R.F.C.) 


Elementele necesare reacției sînt: antigenul, serul de 
examinat, serul normal proaspat de cobai (alexină), fus- 
pensia de globule roșii de oaie și serul hemolitic antioaie. 
Înainte de a fi introdus în reacție, serul de examinat se 
inactivează; de asemenea și serul hemolitic antioaie. Reac- 
fia se desfășoară în două etape: 

Etapa I. Se pune în contact în tuburi de reacție anti- 
genul ou serul de examinat. Aceste două elemente consti- 
tuie sistemul bacterian, care este sistemul esenţial din reac- 
ție; se adaugă alexină. Se pun tuburile la termostat la 
37°C, timp de 30 minute. Examinînd tuburile după această 
primă etapă nu se va observa nici o modificare vizi- 


stem hemo//ics| Rezultat 


Elementele 
/esclie: 


Leste 
poză 


SS 
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bilà. Pentru a putea pune în evidență existența sau inexis- 
tenta unei reacții antigen-anticorp-alexină, se trece la etapa 
a lla, 

Etapa a II-a. În această etapa se adaugă în tubul de 
reacție un amestec din suspensia de globule roșii de oaie 
si serul hemolitic antioaie. Acest amestec se prepară cu 45 
minute înainte de a fi introdus în reacție, constituind : 
temul hemolitic, care este un sistem indicator. Se pun tu- 
burile din nou la termostat la 37?C timp de 15 minute, 
după care se face o citire provizorie. Citirea definitiva se 
face la 24 ore. În etapa a II-a are loc sau nu hemoliza, 
fenomen vizibil, a cărui absenţa sau prezență indică pozi- 
tivitatea sau negativitatea reacției. Analizind fenomenele 
care se petrec în cele doua etape ale reacției, trebuie expli- 
cate, pe rînd, cele două alternative posibile: a reacției 
pozitive $1 a reacției negative. 

— Reacţia pozitivă presupune prezenţa în ser a anti- 
corpilor specifici. În prima etapă a reacției, antigenul se 
cuplează cu anticorpii din ser și reacția are loc datorită 
prezenței alexinei. În această etapa, asa cum s-a mentio- 
nat, reacţia nu se traduce prin nici un fenomen vizibil. 
Suut este însa, ca reacția nu poate avea loc fără ca alexina 
sa dispara din tub. În etapa a Il-a a reacției, cînd se 
adauga cuplul antigen-anticorp constituit din globule roșii 
de oaie și anticorpi antioaie, acesta, în absența alexinei 
(fixată in prima etapă a reacției) nu suferă nici o modi- 
ficare. Globulele roşii rămîn în suspensie, hemoliza nu se 
produce. Reacția de hemoliză este deci negativa. Negau 
vitatea acestei reacţii indică însă pozitivitatea reacției pro- 
priu-zise a fixari alexinei pe sistemul antigen-anticorp 
bacterian, 

— Reacţia negativa, în cazul absenței anticorpilor din 
ser se traduce în mod invers, si anume prin pozitivitatea 
reacției de hemoliză. In prima etapă lipsind anticorpii, 
antigenul nu are cu cine să se cupleze, iar alexina rămîne 
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liberă in tub. În etapa a Il-a, adaugînd globule roșii de 
oaie cuplate cu anticorpii antioaie, alexina rămasă liberă 
se va fixa pe acest cuplu și va provoca hemoliza. Reiese 
clar că citirea reacției de fixare a complementului se face 
prin intermediul reacției de hemoliza, a cărei pozitivitate 
sau negativitate indică rezultatele inverse ale R.F.C. Reac- 
tia de hemolizà este în cazul de faţă o reacţie adjuvanta 
si indicatoare în cadrul reacției complexe a fixării comple- 
mentului (fig. 18). 

La executarea reacției se cere o deosebita atenție și mi- 
nutiozitate în dozarea elementelor, atît sub aspectul volu- 
mului, dar mai ales al titrului. Fiecare din elemente este 
titrat în prealabil si se utilizează în reacție în volumul 
indicat de protocol si diluat conform titrului, ceea ce 
constituie doza de lucru a elementului respecuv. 

Un alt element de care trebuie să se fina seama îl cons- 
tivuie anticomplementaritatea pe care o posedă unii anti- 
seni sau unele seruri. Prin anticomplementaritate sau pu- 
tere anticomplementară se înţelege proprietatea pe care 
o au unii antigeni și unele seruri de a fixa singure alexina, 
în absenţa unui cuplu antigen-anticorp. Acest inconvenient 
poate fi înlăturat uneori, prin diluare. Astfel de elemente 
anticomplementare pot fi utilizate în reacţie atunci cînd 
diluția în care se manifestă activitatea anticomplementara 
nu coincide sau nu depășește doza de lucru. 

„Reacţia poate fi executată după diverse tehnici, în func- 
ție de specia microbiana sau chiar pentru aceeași specie 
pot exista mai multe tehnici descrise de mai multi autori. În 
laboratoare, tehnicile sînt indicate prin protocoale de lucru, 
după care se ghidează tehnicienii care execută reacțiile. 
Redăm în continuare aspectele principiale privind pregàu- 
rea și titrarea elementelor necesare reacției: 

1. Antigenul se prepară prin tehnici care diferă de la 

o specie microbiana la alta, fiind constituit în majoritatea 
cazurilor din suspensii de germeni care se supun la diferite 
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prelucrări. În vederea înlăturării proprietăţilor anticom 
plementare pe care le au unii antigeni se folosesc diferite 
procedee ca: tratarea cu eter, cloroform, acetonă, conge 
làri si decongelări succesive etc. Toti antigenii se titrează 
din punctul de vedere al puterii fixatorii, iar pentru cei 
anticomplementari, se procedează și la titrarea puterii lor 
anticomplementare. 

Titrarea puterii fixatorii a antigenului constă, în prin- 
cipiu, în repartizarea acestuia în cantități crescinde, de 
regulă de la 0,1 pînă la 0,8 ml, urmată apoi de executarea 
cite unei R.F.C. complete cu fiecare tub în parte, folosind 
un ser standard pozitiv cu titrul cunoscut. Titrul puterii 
fixatorii este reprezentat de cantitatea minimă de antigen 
capabilă să producă R.F.C. intens pozitivă (să nu existe 
cea mai mică urmă de hemoliză). La titrarea puterii fixa- 
torii a antigenului este obligatoriu un martor pentru serul 
pozitiv, în care antigenul este substituit cu diluant. Hemo- 
liza totali din tubul-martor indică lipsa oricărei anti- 
complementaritati a serului standard. 

Titrarea puterii anticomplementare se execută în aceleași 
condiții, cu singura deosebire că serul pozitiv se înlocuiește 
cu diluant. Un antigen care fixează alexina singur, împie- 
dicind hemoliza la un titru egal sau apropiat de titrul 
fixator, nu poate fi întrebuințat în reacţie. 

Unii antigeni sînt preparati de către biofabrici, în 
țara noastră de către Institutul „Pasteur“ si livrati labora- 
toarelor județene (n fiole pe care sînt înscrise durata 
valabilității și titrul, conform căruia trebuie să fie diluat 
pentru a fi utilizat în R.F.C. 

2. Serul de examinat trebuie să fie proaspăt cu o vechime 
de cel mult 1—2 zile din momentul recoltării. Trebuie 
eliminate serurile hemolizate sau infectate cu bacterii sau 
ciuperci. Serurile se decantează; în cazul cînd în timpul 
decantării au trecut globule roșii, acestea se lasă să se 
depună sau se centrifugheazà și serurile perfect limpezi 
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sînt introduse în reacţie. Înaintea executării reacției, 
rile după diluare se inactivează prin încălzire la 56°C 
timp de 30 minute. 


seru- 


Pe lînga probele de ser de examinat mai sînt necesare 
senuri cunoscute, pozitive, negative și dubioase, cu care se 
execută reacții-martor indicatoare pentru corectitudinea 
execuţiei și exactitatea titrării și folosirii tuturor elemente- 
lor. 

3. Alexina este reprezentată de serul proaspăt de cobai 
mascul. Singele se recoltează prin punctia cordului. Cobaii 
ținuți în acest scop nu trebuie sîngeraţi la intervale mai 
mici de o lună. Cantitatea de sînge care se obține la o 
recoltare este de 8—10 ml. Singele obţinut se centrifu- 
gheaza 20 minute la 3000 t/minut după care se decan- 
teaza serul. Serul poate fi păstrat 2—3 zile la ghețar. 
Alexina poate fi păstrată un timp, mai îndelungat, dacă 
se recurge la una din metodele de conservare, cum sînt: 
saramurarea, congelarea, liofilizarea etc. 


litrarea alexinei trebuie făcută zilnic, înainte de a începe 
reacțiile de fixare a complementului, datorită faptului 
cà titrul se poate modifica de la o zi la alta. Alexina se 
ütreazá, de obicei, în dilutia 1/20. Alexina se repartizează 
în tuburi în cantități crescânde, se aduce la același volum 
cu diluant şi se adaugă în fiecare tub aceeași cantitate de 
sistem hemolitic (tabelul 35). 


Titrul alexinei este reprezentat de cantitatea minimi de 
alexină care a fost capabilă să producă o hemoliză totală. 
Pentru desemnarea cantităţii minime hemolizante de alexină 
se folosește și termenul de „unitate de alexină“. ln 
majoritatea tehnicilor folosite pentru R.F.C., alexina se 
introduce în reacție în doză de 2 unități. La titrarea alexi- 
nei se face o reactie-martor pentru sistemul hemolitic, în 
care alexina este substituitá cu diluant. Reacţia-martor 
trebuie să nu prezinte hemoliză. 
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1,5 ml 


Martor-sistem 
1,19 ml 
1 mi 


1 ml 


0,28 ml | 0,31 ml 
1,22 ml | 


1 ml Ld 
| 


1,25 ml | 


inei 


1,28 ml 


Schema titrării alex 


1,31 ml 


III 
15 minute la baia de 37?C 


1,37 ml | 1,34 ml 
1 ml 1 ml 


1,4 ml 


0,1 ml | 0,13 m1 | 0,16 m1 | 0,19 ml | 0,22 m1 |.0,25 ml 
1 ml 


1/20 
Ser fizio- 


Elemente 
logic 


Alexiná 
Sistem he- 
molitic 


Suspensia de globule 
roșii de oaie se pregateste 
astfel: se recoltează asep- 
tic sînge din vena jugulară 
de la oaie, într-un balon cu 
perle, steril. În timpul sin 
perării și înca 10—15 mi 
nute după singerare, balo- 
nul se agită continuu, în 
vederea defibrinarii. Se tre- 
ce apoi sîngele în tuburi de 
centrifuga si se centrifu- 
ghează 10 minute la 3 000 
ture/minut. Se  decanteaza 
plasma și se spală sedimen- 
tul de globule de 2—3 ori 
cu apa fiziologică prin cen- 
vrifugări $i decantări succe- 
sive, pinà cind supernatan- 
tul rămîne perfect limpede 
şi incolor, ceea ce arată că 
orice unmă de plasmă a fost 
îndepărtată. Din depozitul 
de globule astfel obținut se 
utilizează în reacţie o sus- 
pensie de 2,5% în apă fi- 
ziologica.  Globulele roșii 
sub formă de depozit de 
centrifugare pot fi păstrate 
timp de mai multe zile la 
frigider. Spălarea cu apă 
fiziologică trebuie însă re- 
petată cel puţin o dată, 
înainte de prepararea sus- 
pensiei pentru R.F.C., de 
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oarece de la o zi la alta, parte din globulele rosii se hemo- 
lizează gi trebuie îndepărtate pentru a nu provoca erori 
în interpretarea reacției. 


Folosind anumite soluţii conservante globulele roșii por 
fi conservate un timp mai îndelungat. Astfel, soluția Alse- 
ver permite conservarea globulelor roșii pînă la 10 sap- 
támini. Compoziţia acestei soluţii, modificata de Bu- 
kantz, Rein și Kent, este următoarea: 


— glucoză oa ei EU ca SO - 
— citrat de sodiu 96 g 
— dorură de sodiu . . . 5,04 g 


— apă distilată (filtrată prin filtru de sticlă Schott 
MINER E me e o . s 1200ml 


Pentru a imprima un grad mai mare de uniformitate 
reacţiilor executate în diferite laboratoare, s-a propus 
standardizarea optică a suspensiei de globule roșii, reali- 
zată pe baza pregătirii ei cu anumiți diluanți, a aprecie- 
rilor fotometrice ale mai multor probe hemolizate care 
au permis stabilirea unor coeficienți de calcul necesari 
pregătirii suspensiilor. 

5. Serul hemolitic antioaie (hemolizina) se prepară pe 
iepuri după diferite protocoale; un protocol care permite 
obținerea unor seruri hemolitice cu un titru ridicat (pînă 
la 1/60 0000 nediluat) este cel propus de Ulrich s 
McArthur modificat de Ruge (1959) (tabelul 36). 

Intervalele dintre 2 inoculări de ser din săptămîna a 
2-a şi dintre-inocularea serului și a suspensiei de globule 
roșii din săptămânile 3 și 4 este de 30 minute. Serul ast- 
fel preparat nu-și modifică titrul timp de 18 luni. Serul 
se controlează din punctul de vedere al sterilității, iar 
în cazul cînd nu este steril, se sterilizează prin filtrare, 
apoi se inactiveazà, se titreaza si se fiolează. Pe fiolà este 
înscrisă durata valabilicágii și titrul. În vederea unei mai 
bune pástrári a serului hemolitic, acesta se amestecă în 
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TABELUL 36 
Protocol de prepararea unui ser hemolitic antioaie 


Doza de ser de oaie inoc, (ml) Doza de suspensie 
Săptă- Ziua 1095 globule roșii 
mina de oaie inoculată 
inoc. 1 inoc. 2 (m1) 
1 x 3 4 5 
1 miercuri 0,5 
vineti 1,0 
2 luni 0,2 1,3 
miercuri 0,2 1,8 
vineri 0,2 279 
2 3 miercuri 2 1,0 
vineri 0,2 2,0 
4 luni. 0,2 3,0 
miercuri 0,2 4,0 
< 5 luni sîngerare 


părți egale cu glicerina neutra sau se adaugă mertiolat de 
ie de 1/5000— 1/10 000. 
litic constă în executarea de dilu- 
c, la care se adauga suspenste 


sodiu în proport 

Titrarea serului hemo 
tii succesive de ser hemoliti 
de globule rogi de oaie şi alexină. Titrul serului es 
reprezentat de diluția maximă, capabilă să producă hemo- 
liza totală. 

Sistemul hemolitic se obține amestecind 
suspensia de globule roșii în apă fiziologica 2,5", 
hemolitic antioaie, într-o dilugie de 4 ori mai mica în ra- 
port cu titrul. Amestecul se ţine timp de 45 minute là 


baia de 37°C, 

În vederea executării suspensiilor, diluţiilor şi, în gene- 
ral, a tuturor operaţiilor necesare în R.F.C., se pot folosi 
următorii diluanti: 


ne 


t 
to 
La 


părți egale din 
'» si serul 


— soluţie cloruro-sodica izotonica cu 0,859/; NaCl la 
BH 7,2744 

— solutia tampon veronal (Mayer), avind urmatoarea 
compoziție: 


Sa aa d ae CE-A ÎI UE SET d EDEN, A aie 4,5 g 
ENG =) 6 EI) sepe Se c 19g 
i CaGh 4:2. H)O er 02 g 
— apă distilată fierbinte . . « « +. * 500 ml 


După dizolvarea substanţelor se mai adaugă: 


Ex conalisodiósi e otite me D er 4$ 
— COzHNa E Aaa ae Me VoM agi ca, Pe atunce T DE TR Rond 2:57 g 
— NaCl oque st racc NEUE e AE 


După răcirea soluţiei volumul se completează cu apă 
distilată la 2 000 ml. Solutia trebuie să aiba un pH final 
de 7,3—7,4. Se filtrează prin filtru de sticlă şi se pas- 
trează la frigider. În momentul folosirii se dilueaza cu 
4 volume: apă bidistilată. Soluția tampon veronal este 
astăzi din ce în ce mai mult folosita, fiind superioară solu- 
tiei de apă fiziologică. 

În vederea executării reacției, serurile de examinat sînt 
distribuite în cantitate de cite 0,1 ml în tuburi de reacție, 
completîndu-se volumul pînă la 0,5 ml cu cîte 0,4 ml so- 
luţie cloruro-sodică izotonica. Serurile se inactivează la 
baia de 569C timp de 30 minute. Dupà inactivare se 
adaugă fiecărei probe cite 0,5 ml de suspensie antigen, diluat. 
conform titrului. Se adaugă alexină, diluatà conform titru- 
lui 4n cantitate de 0,5 ml. Volumele elementelor cu care 
se lucrează diferă de la o tehnică la alta. Ca recoman- 
dare generală, indiferent de tehnica aplicată, volumul total 
al elementelor nu trebuie să fie mai mic de ! ml şi nici 
mai mare de 2,5 ml. Se pun probele la 37*C pentru 30 
minute, timp în care se produce prima etapă a reacției. 
Se scot probele din baie sau de la termostat şi se adaugă 
în fiecare tub cite 1 ml sistem hemolitic. Se pun tubu- 
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rile din nou la 37°C pentru 15 minute, după care se 
face citirea. Paralel, se execută reacții martor cu seruri 


standard pozitive, negative și dubioase. Pentru a ușura 
munca lucrătorilor, care uxecută probe de R.F.C. ṣi a-i 
scuti de calcularea cantităților de elemente necesare în 
funcție de numărul de probe, după cum și de calcularea 


dilutiilor în funcţie de titru, există în toate laboratoarele 
în care se execută aceste reacții, tabele cu calculele gata 
făcute, după care se execută aceste operațiuni, cu un con 
sum minim de timp. 

Sub forma în care a fost descrisă, rezulta ca R.F.C 
oferă numai indicaţii calitative, privind prezenţa sau ab 
senta anticorpilor dintr-un ser. Reacţia permite însă și 
determinarea titrului de unticorpi fixatori (sensibilizine) 
din ser, dacă se fac din proba respectiva diluţii succesive 
şi se execută cu fiecare diluţie în parte, cîte o reacţie com 
pletă. Titrul serului va fi dat de diluţia maxima capabila 
să producă R.F.C. pozitiv. În ultimul timp, se aplică pe 
o scară din ce în ce mai lurgă tehnici care în locul tubu- 
rilor folosesc plăcile din material plastic cu godeuri. Aceste 
tehnici au avantajul folosirii unui volum mai redus de 
elemente. Ele se aplică mai ales cînd se lucreaza cu seruri 
sau antigeni greu de obținut. Plăcile pot fi utilizate $ 
pentru micrometode, care tolosesc cantități foarte mici din 
elemente (pînă la 0,025). În acest caz, diluţiile se executa 
cu anse calibrate. 

Interpretarea reacției se face în două etape: citire pro 
vizorie, imediat după scoaterea probelor din baia de 37°C 
şi o citire definitiva, după 24 ore. Citirea provizorie per 
mite observarea prezenţei sau absenței hemolizei. Citirea 
definitiva, după sedimentarea globulelor roșii, oferà posi 
bilitatea aprecierii intensității hemolizei. 

Intensitatea hemolizei se interpretează în funcţie de ma 
rimea depozitului de globule roşii şi de cantitatea de glo 
bule lizate, care se preia din culoarea supernatantului 
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Notarea rezultatelor se face în felul următor: 


++++ = lipsa oricărei urme de hemolizá — globulele roșii 
sedimentate 100% la fundul tubului, supernatantul incolor sau 
uşor gălbui (culoarea serului); 

+44 = există urme de hemoliză — depozit mare de glo- 
bule; sedimentul cuprinde peste 500/ din dlsbule supernatantul 


usor roz; 


qa = hemoliză parțială — depozitul cuprinde aproxima- 
tiv 509/, din globule, supernatantul colorat în roz; 
= hemoliză parţială — depozit mic, cuprinzind mai 
puţin de 50% din globule, supernatantul roz intens; 
+ = hemoliză aproape completă — depozit infim, su- 
pernatantul roz intens; 
= = hemolizá completă — depozit inexistent, toată masa 


lichidului este colorată uniform în roz intens. 


Aprecierea hemolizei se face, de regulă, cu ochiul liber. 
O apreciere mai exactă a gradului de hemoliză din fiecare 
tub se poate face folosind fie un forocolorimetru, fie un 
spectrofotometru, fie o scară de hemoliza. 

În ultimul timp, s-a introdus în interpretarea R.F.C. 
aprecierea hemolizei de 50%/0. În acest caz se impune, în 
primul rând, o rigurozitate deosebită în execuţia tehnică a 
reacției, interpretarea rezultatelor cu scara de hemoliza 
sau prin determinarea fotocolorimetrică, după care se sta- 
bileste valoarea hemolizei 50% folosind anumite metode 
de calcul. 

În afara R.F.C. descrisă mai sus, care poate fi consi- 
derată clasică, mai există și alte variante ale reacției de 
fixare a alexinei. 

R.F.C. la rece. Diferă principial de tehnica clasică prin 
faptul că fixarea alexinei pe sistemul antigen anticorp 
mücrobian (în prima etapă a reacției) are loc la +4*C. 
În aceste condiţii, pentru fixarea alexinei este necesar un 
timp mai lung, De aceea, tuburile în care s-a repartizat 
antigenul, anticorpul și alexina sint ţinute timp de 18 ore 
la frigider, Această variantă s-a dovedit mai sensibilă în 
decelarea anticonpilor fixatori din unele infecti bacteriene 
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(de ex. tuberculoza), cit si în diagnosticul unor viroze. 

R.F.C. indirectă sau reacția de inhibare a fixării com- 
plementului. Această reacție se practică pentru serurile 
unor specii de păsări (gaini, rațe etc.) în care apar ín 
cazul anumitor infecţii anticorpi care inhibă fixarea ale- 
xinei pe complexul antigen-anticorp. Fenomenul care este 


urmărit prin această reacție este punerea în evidența a 
antigenului, care în cazul prezenţei anticorpilor se cuplează 
cu aceştia, iar în cazul absenței lor ramâne liber. 

Si într-un caz și în celălalt alexina rămîne libera în 
tub. Pentru a pune în evidență cuplarea antigenului cu 
anticorpul se adaugă un ser cunoscut pozitiv, dar care îm- 
preună cu antigenul fixează alexina (ser indicator). După 
aceea reacţia se execută în continuare dupa tehnica obis- 
nuită. 

Dacă în serul examinat au existat anticorpi inhibanți 
ai R.F.C., ei s-au cuplat cu antigenul blocîndu-l; serul 
pozitiv indicator a rămas liber, alexina a rămas, de ase- 
menea, liberă şi se va fixa pe sistemul hemolitic producind 
hemoliza. Prezenţa hemolizei este deci indicatoare pentru 
reacţia pozitivă de inhibare a fixării complementului. 

Dacă În serul examinat n-au existat anticorpi inhibanti 
ai R.F.C. antigenul a rămas liber, serul pozitiv indicator 
s-a fixat pe antigen și a fixat alexina, iar hemoliza nu 
se va produce datorită absenței alexinei. Absența hemo- 
lizei este deci indicatoare pentru reacţia negativa de inhi- 
bare a fixării complementului. 

R.F.C.I. are aplicaţii, în special, în diagnosticul unor 
viroze gi rickettsioze. ` 


Imunofluorescenta 


Principiul acestei metode constă in reacţia dintre anti- 
pen Și anticorpi cuplagi în prealabil cu o substanţă fluo- 


340 


rocroma (fluorescenta in spectru ultraviolet). Interpreta- 
rea reacției se face cu ajutorul unui microscop special 
adaptat examenului in fluorescență. Anticorpii cuplaţi cu 
o substanță fluorescentă în contact cu antigenul specific 
dau naștere unui complex fluorescent în spectru ultravio- 
let. Metoda a fost imaginată de Coons și Creech 
(1941) şi Coons și Kaplan (1950) si s-a extins de 
atunci la un număr mare de specii microbiene. Un stu- 
diu amplu privind imunofluorescenfa a fost elaborat în 
tara noastră de A. Fefeanu (1971). Reacţia poate fi exe- 
cutatà prin doua metode: una directa gi alta indirecta. 

Metoda directă are ca principiu punerea în contact a 
antigenului cu serul fluorescent specific. Reacția se desfa- 
soara conform schemei din fig. 19. Pentru executarea aces- 


SS 


> ) Mix Sa 
Antigen Anhcorp Complex anfigen 
Huorescent anticorp fluorescent 
S 
£Efepal: + Y D ue 
C 
Antigen Anficorp Complex antigen 
Specific neflvorescent onticorp neffyoresceot 


Complex antigen Anti anticorp Complex antigen salicora 
anticorp nefluorescent  'vorescent infiuareseent anii aalies 
Fig, 19 — Schema imuno filuarescenței 
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tel metode sînt necesare ca aparatură, instrumentar s 


1 b á 
substanţe urmatoarele: 


Microscopul cu fluorescentà folosește ca sursă de lumină 
un fascicul de raze ultraviolete sau de lumină albastră, 
care sînt trecute prin filtre speciale ce rețin celelalte raze. 
Microscopul propriu-zis este identic cu cel obișnuit. Peste 
ocular se montează un filtru de sticla galbena, care oprește 
razele ultraviolete. 

Antigenul de cercetat nu difera de antigenii folosiți în 
alte reacții serologice, putînd fi reprezentat de o suspensie 
bacteriană. Antigenul se etalează totdeauna pe lamă sub 
forma unui frouu. Frotiurile executate din antigen tre- 
buie să fie cit mai subțiri. Fixarea lor se face, de obicei, 
în acetona. 

Anticorpii fluorescenți se prepara prin cuplarea a doua 
elemente: anticorpii purificați sub forma de gammaglo- 
buline şi o substanță fluorescentă. În prepararea anticor- 
pilor distingem două operaţiuni principale: 

— Prepararea gammaglobulinei care se bazeaza pe pre- 
cipitarea serului hiperimun cu sulfat de amoniu, precipi- 
tatul separindu-se apoi prin centrifugare. După resuspen- 
darea sedimentului în soluție cloruro-sodică izotonică se 
repetă tratarea cu sulfat de amoniu. Sedimentul de glo- 
buline final suspendat în apă distilată se dializeaza fața 
de o soluție tampon fosfat de regulă la pH 7,0 pînă la 
completa îndepărtare a ionilor NH,. 

— Cuplarea globulinei totale cu o substanţă din grupa 
fluorocromilor, cum sînt: izotiocianatul de fluoresceină, 
rhodaminlissamina Boop etc. Cantitatea de substanță fluo- 
rescentá ce se adaugă la soluția de globuline pentru cu- 
plare este ín funcţie de concentraţia de globulinà aflata 
în soluție. În general, se folosesc 5 mg substanță la 
10 mg globulină. Excesul de substanță fluorescentă poate 

fi eliminat prin dializă sau prin trecere printr-o coloană 
de separare de tipul sefadexului. În cazul folosirii unor 
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seruri care conţin și anticorpi nespecifici, aceștia se inde- 
părtează prin adsorbtie. În cazul cînd serul produce încă 
fluorescengà nespecifica, este supus unor operaţiuni de ad- 
sorbție cu praf de ficat de șoarece, uscat în acetona. Pre- 
gătirea serului fluorescent este o operaţie laborioasă și 
implica multa corectitudine și finețe. Greşeli de tehnică 
în pregătirea anticorpilor fluorescengi constituie deseori 
cauze ale unor reacţii nespecifice. 

Pentru executarea reacției se procedează astfel: 

— Frotiul ce conţine antigenul, după uscare, se acoperă 
cu serul fluorescent. Durata colorării este variabilă 10— 
30 minute, în funcție de specia microbiană. Colorarea se 
face, de obicei, într-o atmosfera umedă și la temperatura 
de 37?C. 

— Se varsă serul fluorescent și se spală lama bine cu 
soluție fiziologică tamponatà la pH 7,0. 

— După uscare, lama se așază pe platina microscopu- 
lui dupa ce în prealabil s-a depus pe lentila condensatoare 
o picătură de lichid ide imersie (de preferință glicerină 
chimic pură nefluorescentă). Lichidul de imersie se pune 
şi deasupra frotiului, după care se începe examinarea. Con- 
densatorul trebuie să fie ridicat, până cînd lichidul de 
imersie aderă de dosul lamei. Cu obiectivele mici se ur- 
mărește centrarea fasciculului luminos, iar cu obiectivul 
de imersie se face examinarea propriu-zisă. Pentru o exa- 
minare mai bună se recomandă ca examenul să se facă 
într-o cameră întunecată. 

Interpretarea reacției se face pe baza următoarelor cri- 
terii: reacţia pozitivă se concretizează prin luminescenga 
microbului antigen din frotiu. În cazul reacției negative, 
germenul nu prezintă luminescengà. Culoarea luminescentà 
a preparatului depinde de fluorocromul folosit. În cazul 
izothiocianatului de fluoresceină ea este galbenà-verzuie, 
iar în cazul rhodaminei este galbená-portocalie, 
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Metoda indirectă are ca principiu punerea în contact 
a antigenului cu gammaglobuline specifice nefluorescemte 
In urma cuplàrii dintre antigen $i anticorp nu se prodi 
o reacţie fluorescentă. În a “doua etapă a reacției, cuplul 
antigen-anticorp microbian este pus în contact cu un anti 
anticorp fluorescent. 

Pentru executarea reacției sînt necesare aceleași mate 
riale, ca în cazul reacției directe. În plus, trebuie însa 
pregătit un ser anti faja de globulina specifica. Ín acest 
scop, se prepară mai întîi serul specific antimicrobiar 
din care se extrag gammaglobulinele prin precipitare cu 
sulfat de amoniu. Acestea nu sînt însă utilizate pentru 
prepararea anticorpilor fluorescenți; ele servesc la prepa- 
rarea unui alt ser antigammaglobulinic. Cel de al doilea 
ser este întrebuințat la prepararea anticorpilor fluores- 
cenți pe baza acelorași principii de tehnică. limpii de 
executare ai reacției se succeda în cadrul acestei metode 
în felul următor: 

— Antigenul etalat în frotiu se trateaza cu serul anti- 
microbian specific nefluorescent. Se lasă în contact timp 
de 10—30 minute la 37?C în atmosfera umeda. 

— Se spala lama cu soluţie fiziologică tamponata la 
pH 7,0. 

RI acopera lama cu serul antiglobulinic fluorescent 
specific fața de serul antimicrobian. Se fine tot 10—30 
minute la temperatura umedă de 37*C. 

— Se spala din nou frotiul cu soluție fiziologică tampo- 
natá, se usucă și se examinează. 

Metoda indirectă prezintă avantajul unei fluorescente 
mai intense și mai specifice în comparaţie cu metoda 
directă, 

Tehnica fixării (colorării) complementului. Constă în apli- 
carea imunofluorescenței ca o variantă tehnică a R.F.C., 
în care sistemul hemolitic este substituit cu anticorpi fluo 
rescenti antialexiná, În acest caz, frotiul cu antigenul se 
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trateazá într-o prima faza cu serul specific la care se 
adaugă ser normal purificat de cobai mascul (alexină), 
iar în faza a 2-a cu un ser antialexină fluorescent. Flo 
rescentà are în acest caz semnificaţia diagnostica E care 
o are hemoliza in R.F.C. Este posibilă și o tehnică indi 
recta analoagă cu R.F.C.I.,, în care după tratarea fro 
tului cu serul specific și alexina se adauga mai întîi un 
ser antialexina nefluorescent și apoi unul fluorescent. În 
acest caz, semnificația diagnostica a fluorescenţei este in- 
versa faţă de tehnica directa. 


REACȚIA DE SERONEUTRALIZARE 


Pentru identificarea prezenței unor toxine bacteriene 
sau diferenţierea tipurilor toxice în cadrul unei specii, se 
foloseşte proba seroneutralizării care consta principial î 
următoarele: 

— Se pune în contact un ser cunoscut cu toxina de 
cercetat, se omogenizează amestecul şi se lasă la tempe- 
ratura camerei sau la termostat timp de 1/2—1 oră, timp 
necesar formării cuplului antigen-anticorp. 

— Se inoculează amestecul de preferință pe cale intra- 
venoasa la animale de laborator sensibile față de toxina 
bacteriană examinată. 

În cazul reacției pozitive, cînd anticorpii existenți în 
ser au neutralizat toxina, animalele rezistă. În cazul reac- 
ties negative, anticorpii fiind nespecifici pentru toxina 
cercetată, animalele mor. 

Această reacție se folosește în cazul tipizàrii tulpinilor 
de Cl. perfringens și Cl. botulinum. 

O reacție asemănătoare folosită în virusologie este reac- 
fía de neutralizare a virusurilor. 

Această probă se utilizează în bacteriologie pentru tipi- 
zarea unor tulpini bacteriene și titrarea serurilor imune, 
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ca ŞI în virusologie pentru identificarea unor virusuri 
titrarea serurilor antivirotice. 


) 


CONSERVAREA SERURILOR 


Serurile se obțin din sîngele recoltat steril după coagu- 
larea acestuia. După decantare serurile se inactivează prin 
încălzire la 50—60*C timp de 30 minute. Pentru conser- 
vare se pot utiliza: 

— Metode fizice — pastrare la --4?C (activitatea seru- 
rilor se poate păstra mai mulți ani); 

— congelare la —20?C pînă la —60%C. 

— Metode chimice — adăugarea diferitelor antiseptice 
care nu au nici o acțiune asupra anticorpilor: fenol 0,3— 
0,59/5, chinosol 0,059/; mertiolat 1/10 000—1/20 000. 


EXAMENUL PATOGENITATII BACTERIILOR 


Unele indicii privind patogenitatea bacteriilor pot fi 
obținute pe baza unor teste biochimice, în cazul cînd 
unele activităţi enzimatice sînt corelate cu intervenţia lor 
ca factori de agresivitate. Aga este cazul testului de he- 
moliză, de coagulare a plasmei citratate etc. 

Tehnicile în vivo dau indicații mult mai precise asupra 
patogenității germenilor. Ele constau in infectarea expe- 
rimentală a diferitelor animale de experienţă. Prin inocu- 
lări experimentale se pot face atît aprecieri calitative pri- 
vind patogenitatea unei tulpini microbiene cit şi aprecieri 
cantitative (determinarea gradului de patogenitate al unei 
tulpini prin D.L.M. sau D.L.so). In realizarea unei infecti 
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experimentale trebuie să ţinem seama de mai multi fac- 
tori ŞI anume: 

— Receptivitatea speciei animale fata de specia micro- 
bianà. 

Pentru a se evita pe cît este posibil erorile ce ar rezulta 
din variabilitatea ce exista în cadrul speciei de la individ 
la individ, în ultimul timp în toate laboratoarele se tinde 
la standardizarea genetica a materialului. În acest scop, 
se face selecție prin creșterea în linii pure. Asemenea linii 
s-au obținut la șoareci (liniile SW, RAT de șoareci albi, 
liniile DBAO-soareci pigmentaţi cafeniu-deschis, Cs7-șoa- 
reci negri) și la șobolani (linia Fischer). 

— Vârsta animalului de experiența (în cercetarea unor 
specii de virusuri se folosesc, de exemplu, numai șoareci 
sugari). 

— Sexul animalului de experienţă; trebuie să ținem sea- 
ma de sex cînd lucram cu unele specii microbiene (de ex.: 
bacilul morvei, Brucella etc.) care produc modificări ca- 
racteristice la nivelul organelor genitale. Vibrio fetus pro- 
duce avorturi la cobàite gestante. 

— Calea de inoculare pe care o alegem; pentru aceeași 
specie microbiana infecția experimentală se realizează mai 
uşor pe o anumită cale. De exemplu, pentru specia B. 
anthracis infecția experimentală se produce cel mai ușor 
pe calea intracerebralà si intradermică $i mai greu pe 
cale intraperitonealà sau intravenoasă. 

— Doza de germeni: speciile microbiene cu o patogeni- 
tate ridicată pot infecta animalele de experienţă în doze 
foarte mici, în timp ce alte specii ohian slab pato- 
gene nu sînt capabile să infecteze un animal de expe- 
rentà decît în doze mari. De exemplu, B. anthracis poate 
infecta șoarecele în doze de 1—2 germeni pe cale subcu- 
taná, în timp ce specia B. cereus, chiar în cazul cind se 
inoculeazá 0,5 ml cultură în bulion de 24 ore, nu produce 
constant moartea soarecilor. 
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TEHNICA INFECTIEI EXPERIMENTALE 
(BIOPROBA) 


Infectule experimentale se pol realiza pe diferite specii 
animale. Mai frecvent se folosesc animale mici de labora 
tor, cum sint: soarecele alb, cobaiul, iepurele, sobolanul 
alb, hamsterul. În anumite cazuri se recurge și la animale 
domestice (cal, vacă, oaie, cline, pisică etc.) sau. salbatice 
(maimuţă, dihor etc.), uneori la păsări (porumbel, gaina) 
Şi mai rar la animale cu sînge rece (pești, broaște sau 
broaşte țestoase). 

Fiecare laborator de microbiologie are, de regula, o cres- 
cătorie de animale pentru a-și asigura nevoile privind spe- 
căficul problemelor de care se ocupa. 

Alegerea speciei animale pentru infecția experimentală 
se face în funcţie de specia microbiană cu care se lucrea- 
ză şi scopul lucrării (reproducerea bolii, prepararea seru- 
rilor imune etc.). 

Marcarea animalelor destinate inoculării se face în cazul 
soarecilor prin vopsire în diferite regiuni ale corpului, 
iar a animalelor mai mari cu mărci metalice. 

Inocularea animalelor se poate face pe diferite cai, 
materialul infectant administrindu-se pe cai enterale (per 
os, per rect) sau parenterale (mai frecvent subcutan, intra- 
dermic, intravenos, intraperitoneal, intramuscular si mai 
rar alte cái, cum sînt intracerebral, ocular, intranazal, in- 
traarticular). 

Contenţia animalelor în timpul inoculării poate fi exe- 
cutatá de însuși operatorul (de ex. în cazul inoculării 
subcutanate la şoarece) ori de un ajutor (contenţia cobaiu- 
lui) sau cu un aparat de contenţie, 

Materialele care se inoculează (culturi, suspensii, bro- 
iaje) trebuie sá fie cuprinse într-un volum rezonabil, care 
să nu producă nici o tulburare morfologică sau fiziologică 

printr-o eventuală acțiune mecanică asupra țesuturilor. 
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Mis 


Observatia animalelor inoculate: animalele inoculate tre- 
bue examinate cu regularitate, în anumite cazuri chiar 
de mai multe ori pe zi. Exammarea se face în majoritatea 
cazurilor prin inspecţie, deseori și prin alte metode, ca: 
palpafia, termometria, urmărirea formulei leucocitare etc. 
Într-o infecție experimentală se urmăresc, de obicei, urmă- 


ls 


toarele aspecte: 

1. durata perioadei de incubație: 

2. tabloul clinic al bolii și anume: 

a) curba termică deosebit de importantă în infecțiile 
cobaiului cu leptospire și rickettsii; 

b) prezența unor simptome caracteristice din partea 
anumitor aparate și sisteme esenţiale ale organismului, ca: 
tulburări respiratorii, nervoase, digestive, oculare etc.; 

C) apariția unor leziuni caracteristice sesizabile prin 
examen clinic, de exemplu: edemul cărbunos, în infecția 
experimentală cu B. anthracis, tumorile emfizematoase de 
la locul de inoculare în infecțiile cu agenţii gangrenelor 
gazoase, liza țesuturilor de la nivelul locului de inoculare 
produsă de Cl. histolyticum, adenita ganglionilor aferenti 
$i ulcerul cu supurație continua în tuberculoza experimen- 
tala a cobaiului etc.; 

d) modificări ale constantelor hematologice; 

3. durata infecţiei care variază cu specia microbiană, 
specia animalului de experiență și calea de inoculare (ta- 
belul 41), 

În perioada de stare a infecţiei experimentale se proce- 
dează pentru unele specii microbiene la examenul bacterio- 
logic al diferitelor materiale recoltate de la animalul bol- 
nav, De regulá aceste materiale sint fie fragmente de 
yesuturi sau organe recoltate prin biopsie, fie singe recoltat, 
de regulă, în perioada de virf a curbei termice, Recolta- 
rea singelui se practică mai ales la iepure si cobai. In acest 

scop, animalele se fixează pe aparate de contenție, iar 
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TABELUL 37 


Ratii furajere orientative zilnice pentru animale de laborator 


i ^ | | P Carne 
A Specia Lapte | Piine | Ováz | Morcov E Sfeclá Fin crudá 
1 Soarecele alb 5g 5g 5g | "s E 

2 Sobolanul alb 15g-|15g | 15 g og |. Fg 5 g — 
| 
3 Cobaiul um i 50 g | 50g | 50g | 50g | 50g 
| 
3 vw EL iy 
4 | Hamsterul auriu 5 5 10 15 | — 15 10 g 
10g | l0g | 15g | 20g | 20 g 
E B | | 
5 | Iepurele de casă a SO — [t00 [100 15 
i150 g 150g | 20g 
| | 3 
m — AEREA = Ae P M BUS AEN = | - —- — EA 
e n | 
P Dihorul 200 40 | 30 
| 300 g| 60 g 20 


TABELUL 58 


Constante fiziologice legate de reproductia animalelor de laborator 
Virsta la care Numărul Numărul = E -11 
- specia animalul este | Durata, | produșilor | fatirior | puilor dc mami 
crt. | Meer EAC la o fátare pean | 
1 | Soarece alb 3 luni 19—21 zile 4—8 4-5 | 4 sáptámini 
| 
2 | Şobolanul alb 3 luni 25—30 zile | 4—8 3—A4 3 săptămîni 
| 
3 | Cobaiul 3—4 luni | 61— 67 zile 2—4 PA 15—20 zile 
4 1 : ; ) | 
| Hamsterul auriu 3 luni 16—19 zile 4—10 | 3 3 sáptámini 
AE | 
5 | Iepurele de casă ; : 
| TF de eani 4—7 luni | 30—35 zile | 3—10 S LT, 9 sáptámini 
M a E ; i sut nel bn - E A S 
6 | Dihorul 
40—42 zile 5—10 1 60 zile 


Constantele sanguine 


Numărul de | Hemoglobina Geb m yd | 
Specia globule roşii a As Sedi | globule albe 
(milioane) (EUSES | (mii) 
Soarecele alb 6—10 90 — 97? 5—15 
Sobolanul alb 4,7—219;6 99,9——110* AA E 
29,4 
Cobaiul ASEO 65—959 8—18 
y | - zm | 
Hamsterul auriu 75 8—9 | 
I 
Iepurele de casá 4-6 50 8—12 
Dihorul 8,5 8—9 
Porumbelul 3.5.4.5 79—— 96? 7,6— | 
16—23,4 
Găina Sii 20-659 23- J9 


se 


sîngele se recolteaza prin puncția cordului. Din sînge s 
pot executa frotiuri și, în special, culturi (hemocult turi). 

Necropsia animalelor moarte trebuie făcută imediat du- 
pă moarte sau, în cazul cînd nu este posibil, cadavrele 
trebuie ținute la frigider. ie autopsia animalelor maci 

cestea se fixează pe plăci de plută sau în tăvi. După 
dezinfectarea feţei ventrale se face deschiderea cadavrului, 
respectind regulile tehnicii de autopsie, 

Se examinează leziunile si se face examenul microbio- 
logic din organe (frotiuri, culturi, treceri în serie pe alte 
animale de laborator etc.). În acest scop, se folosesc orga- 


nele în care germenul se găsește în cantitatea cea mai 
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TABELUL 39 


la animalele de laborator 


Formula leucocitară 


polinuclea- |polinucleare |polinucleare limfocite mici | limfocite mari | ttiónocite 
re neutrofile| eozinofile bazofile o e£. aM. 
% % %! id e 
12—50 | 0,5—5,8 | 0,3—1 37—48,5 11215 3— 10 
16—50. | 1—35 0,2—1 30— 53,5 14—24,5 0,5-3,2 
EN | 
20-45 | 3—20 0,5—3 32—47 6—15 | 3—10 
32 0,5—1 66 2,5 
= 3050 | 1—3 0,5—3 35—60 2—9 1—4 
65 1 33 1 
26—41 | 1,5—10 2— 10,6 42 13,5 3 
20—50 XE 1—5 40—60 5—15 | 1—4 


mare (de ex.: B. antbracis-splinà, virusul turbării-creier 
etc.), în cazul infecțiilor bacteriene septicemice însămîn- 
țările se fac totdeauna din cord şi os. 


Tehnici de determinare a D.L.M. şi a D.L.,, 


Doza minimă letală, prescurtat D.L.M., constituie testul 
prin care se determină gradul de patogenitate a unei tul- 
pini microbiene. D,L.M, reprezintă cantitatea minimă de 
germeni capabilă să producă o infecție mortală la o anu- 
mită specie animală. În afară de specia gi tulpina micro- 
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bianà şi de specia animală, care constituie factorii es 


Z9 CI] 


vali de care depinde D.L.M., ea mai este în strínsa de 
pendență și de alți factori, și anume, calea de inoculare 
virsta gi greutatea animalelor de experiența, diluantul fo 
losit pentru executarea dilutiilor seriate. 

Materialul microbian, folosit în mod curent pentru de 
terminarea D.L.M. poate fi constituit. din: 

a) cultură în bulion de 24 ore pentru majoritatea spe 
culor microbiene; 

b) Suspensie de germeni într-o soluție fiziologică rezul- 
tată în urma spălării unei culturi pe agar sau în urma sus 
pendării unei cantități de germeni recoltată cu ansa sau 
suspendarea unor depozite de centrifugare a culturilor 
medii lichide; 

c) broiajele din organe sau alte materiale patologice 
care se găsesc germeni. Astfel de broiaje se folosesc pentru 
determinarea D.L.M. la rickettsii. 

D.L.M. se poate exprima fie prin numarul de germeni, 
fie prin diluția maxima „exprimată exponențial. Exprimarea 
prin număr de germeni este posibilă numai în cazul spe- 
ciilor bacteriene, care pot fi numarate prin una din meto- 
dele descrise la pag. 273. Exprimarea prin diluția maxima 
care a produs infecția mortală este mai frecvent folosit 
şi ea poate să se refere fie la unitatea de volum, în dl 
suspensiilor bacteriene, fie la unitatea de greutate, in ca- 
zul o sau al germenilor raclați de pe un mediu 
solid (de ex.: pentru o tulpină de B. anthracis, la care 
germenii se numără cu ușurință, exprimarea D.L.M. se 
va face sub formă de număr de germeni; pentru o tul- 
pină de Pastewrella D.L.M. se va exprima prin dilutia 
maximá dintr-o cultură în bulion de 24 ore; pentru o tul 
pină de virusul turbării prin dilutia maximă dintr-o sus 
pensie executată dintr-un gram de creier rabic). 

Materiale necesare. Un număr corespunzător de ani 
male de laborator din specia pentru care dorim să deter 
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minàm D.L.M.; materialul microbian sub forma ín care 
se obișnuiește să se determine D.L.M. pentru specia mi- 
crobianà respectivă (de ex.: pentru Pasteurella animalium 
sau b. rujetului — cultură în bulion de 24 ore; pentru 
virusul pestei porcine — suspensie din ganglioni limfatici 
sau splină provenind de la un cadavru proaspăt infectat 
cu germenul respectiv etc.); eprubete sietile, pipete gradate 

sterile, mojare sterile (în cazul folosirii broiajelor de or- 

gane), seringi; un diluant corespunzator, care se alege 

în funcție de specia microbiana. Mai frecvent se folosesc: 


„æ ~ ~œ O E E - = 
uw e să - `~ 


TE ya iy 
05 NO PUTA 
^ Gs i 

| 

[ 

mu | 

n 

ji 

E 

4 

T 

T 

i 

x 

E 

<a! 

gt 

1 
- t1; 

A 

S. d 

Pi 4 

| 1 
1 
l 
L| 

l 

2 

3 ^ 

^ 

P 

de Wie WONG 

Fig, 20 


358 


bulionul, soluția cloruro-sodicá izotonicà si dolütit tz 
logice tamponate pentru un anumit pH. 


— Tehnica de lucru: se repartizează diluantul în epru 
bete în condiții sterile. Cantitatea de diluant este în func 
ţie de telul în care se execută diluţiile. De regulă, pentru 
diluții din 10 în 10 (10 , 10-? , 10—? etc.) se reparti 
zează cite 4,5 ml diluant în fiecare tub. Paralel, se fierb 
seringile, sterilizatorul ráminind acoperit pînă în momen- 
tul începerii inoculării. Din materialul microbian execu- 
cutăm diluții seriate în eprubetele cu diluanți, pregătite 
în prealabil. În cazul executării dilutiilor din 10 în 10, 
se repartizeaza în primul tub cu 4,5 ml diluant, 0,5 ml 
material microbian, după omogenizare se trec 0,5 ml în 
eprubeta a doua si aga mai departe. În condiţii de lucru 
riguroase pentru fiecare dilugie trebuie să se folosească 
altă pipetà gradată sterilă. Imediat după terminarea dilu- 
ilor seriate se trece la inocularea loturilor de animale, 
începînd cu dilugia maximă (numărul cel mai mic de ger- 
meni) și mergând spre dilugile mici — în sensul invers al 
executării diluțiilor. Aceasta ne permite folosirea aceleiași 
seringi pentru toate diluțiile, fără a fi necesară fierberea 
ei Între dilugi. Din fiecare diluție se inoculează cîte un 
lot de cel puțin două animale. Paralel cu inoculările, 
se execută numărătoarea germenilor în plăci, pentru spe- 
ciile bacteriene la care se pretează această tehnică. Ani- 
malele de laborator se marchează folosind acelaşi semn 
pentru toate animalele inoculate cu aceeaşi dilugie. Ani- 
malele inoculare se tin sub observație o perioadă care 
corespunde cu intervalul maxim în care specia microbiană 
inoculată este capabilă să producă infecții mortale la spe- 
cia animalá respectiva. Animalele găsite moarte se notează 
in caiet, consemnindu-se rezultatul examenului bacterio- 
logic, Examenul bacteriologic este obligatoriu, pentru a 
Putea înlătura eventualitatea infecțiilor intercurente. 
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In condiţiile executării corecte à D.L.M., animalele vor 
mur intr-o anumità ordine. Primele vor muri cele ino- 
culate cu doza maximă de germeni (diluțiile minime). În 
general trebuie să existe o proporție inversă între durata 
intecției si mărimea dozei, Pentru a putea trage concluzii 
dintr-o lucrare de determinare a D.I ^M., este obligatoriu 
ca animalele inoculate cu dilupiile minime să moară 1000/9, 
iar cele inoculare cu diluția maximă să reziste în propor- 
tie de 1009, lg. 

— Metode de apreciere a D.L.M.: aprecierea D.L.M. 
este posibilă sub două forme: 

Forma mai simplă, dar mai aproximativă, de apreciere 
a D.L.M. constă în exprimarea diluției maxime, capabile 
sa omoare 100%, lotul de animale inoculat. Aproximatia 
acestui mod de apreciere consti fn faptul că, de regulă, 
mor animale și în diluții superioare dozei care a produs 
moarte la 100%, din animalele inoculate. Această denoră 
cà D.L.M. reală este situată între dilufia maximă care a 
produs moartea animalelor 100%. și doza la care animalele 
au rezistat 1009/,. 


Acest inconvenient a impus necesitatea găsirii unei forme 
de exprimare, care să permită o apreciere mai rigu- 
roasă. O formă convenabilă, aplicată astăzi pe o scară 
largă, constă în exprimarea D.L.M. în doza maximă ca- 
pabilă sa omoare 50% din animalele inoculate. Acest mod 
de exprimare se notează prescurtat D.L.50. Pentru calcu- 
larea valorii D.L.sp se folosesc diferite metode. Una 
din ele este cea preconizată de Reed şi Muench 
(1938) pe care o redăm în continuare pentru exemplificare. 
Principiile de lucru care trebuie respectate în aplicarea 
acestei metode sînt: numărul minim de animale dintr-un 
lot pentru o doză trebuie să fie 5; dilutia critica 509/, 
trebuie să fie încadrată de cel puţin două dilugi superioare 
și două diluții inferioare; în aflarea rezultatului se aplică 
metoda totalurilor cumulative, care constă din adunarea 
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entru fiecare dilugie a tuturor indivizilor care au murit, 

plecînd de la diluţiile minime și pînă la dilutia respectivă. 
Pentru a înțelege mai bine această metodă, o vom ilustra 
printr-un exemplu: pentru determinarea D.L.s9 a unei tul- 
pini de Pasteurella multocida, cultură în bulion de 24 
ore, pentru șoarece, pe cale subcutanata, se aleg 40 de 
soareci, de aproximativ aceeași vîrstă și greutate si se 
împart în 8 loturi de cite 5 (tabelul 42). 


TABELUL 42 
Exemplu de consemnare a rezultatelor în vederea calculării D.L.5; 


Numărul şoarecilor Totaluri cumulative 
Nr. : x: Exprimare 
ert. SUPR S morti Seful -| morți vietui- pios 
tori tori 
1 10-1 5 5 0 23 0 100 9; 
2 1072 5 5 0 18 0 100 % 
3 10-3 5 4 1 13 1 92% 
4 104 5 4 1 9 2 80% 
5 10-5 5 3 2 5 E 55% 
6 10-6 5 2 3 2 7 22% 
7 10-7? 5 0 5 0 12 0% 
10—s 5 0 5 0 17 0% 


Explicarea calculării totalurilor cumulative: 
oloana „morţi“: : Pow 

— Cifra 23 de la dilugia 107! reprezintă şoarecii morți la dilujia 
respectivă plus șoarecii morți de la toate dilutiile superioare 
(54+5+4+44+4+3+2); ES 

— cifra 18 de la diluția 107? reprezintă şoarecii morţi la diluția 
respectivă plus șoarecii morți de la toate dilutiile superioare 
(5+4+4+3+2) ș.a.md, 

Coloana „supraviețuitori“: i AN 
„> cifra 17 de la diluția 1078 reprezintă şoarecii supraviețuitori 
de la diluția respectivă + șoarecii supraviețuitori de la toate di- 
lujiile inferioare (5--54-34-2-F 1-1); 
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cifra 12 de la dilufia 1077 reprezintă soarecii supraviețuitori 
de la diluția respectivă + şoarecii supraviețuitori de la toate di 


4i 
luțiile inferioare (5+34+2+1+1). 

Coloana „exprimare procentuală a morților“: 

— procentul de șoareci morți se raportează la suma de șoa- 
reci morti + șoareci supraviețuitori (totaluri cumulative). Procen 
tul 100 de la diluția 10-! rezultă din raportarea procentuală a 
cifrei 23 la 23+0. Procentul 100 de la dilutia 1077 rezultă din ra- 
portarea procentuală a cifrei 18 la 18+0. Procentul 92 de la di- 
luda 103 rezultă din raportarea procentuală a cifrei 13 la 1341 
s.a. m.d. 


Din tabelul 42 rezulta cá dilutia care ar produce mortalita- 
tea a exact 50% din animalele inoculate se află situata 
undeva între diluția 10 5 care omoară 55%, din soarecii 
inoculați și 107 ce omoară 220% din șoarecii inoculați. 
Pentru a afla factorul de corecție ce trebuie adunat la 
exponent, se aplică următoarea formulă: 


(A—BX(C4-D) 
2 (AD-BC) ' 
în care: 

A — este numarul șoarecilor morţi la diluția imediat 
inferioară celei care ar fi omorît exact 50% — în ca- 
zul exemplului de fara 5 (diluția 10 5); 

B — numarul șoarecilor care au supravieţuit la aceeași 
dilufie — în cazul nostru 4; 

C — numărul șoarecilor morți la diluția imediat supe- 
rioară celei care ar fi omorît exact 50%, — în cazul nos- 


tru 2 (dilugia 106); 
— numărul șoarecilor care au supraviețuit la aceeași 

dilugie — în cazul nostru 7; 
(5—4 (247) 9 


) -m 0,16 
2(bx7—4x2) 54 


Rezultatul obyinut din acest calcul se adună la expo- 
nentu] 5 și reiese cà diluţia care produce mortalitatea a 


509/; din animalele inoculate este 10 5.16, 
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ANIMALELE GERMFREE ȘI GNOTOBIOLOGIA 


În afară de testarea patopenității pe animale crescute 
si întreținute în condiții obișnuite de mediu pentru care 
s-a adoptat și termenul de animale conventionale, există 
astăzi posibiltăți de experimentare pe animale sterile din 
punct de vedere microbiologic pentru desemnarea cărora 
vermenul cel mai frecvent folosit este cel de „animale 
germfree“. Acestea pot fi introduse în experiment ca atare 
sau contaminate intenționat cu una sau mai multe specii 
microbiene cunoscute. Pentru acestea se utilizează termenii 
de animale „gnotobiote“ sau „gnotoforice“ (gnotos—cu- 
noscut; bios = viaţă). 

Tehnologia creșterii, fiziologia normală și patologică, 
răspunsul animalelor gnotobiote la acțiunea diferiților fac- 
tori de mediu (inclusiv a celor nocivi în rîndul cărora se 
încadrează și microbii patogeni), constituie astăzi obiectul 
unei discipline de sine stătătoare numită gnotobiologie. 

Creşterea animalelor germfree este foarte complicata, 
reclamă instalații și aparatură costisitoare, personal spe- 
cializat şi un înalt grad de tehnicitate. 

În fara noastră preocupările pentru această ramură a 
biologiei animale sînt în faza incipientă. 


NORME GENERALE ALE CONDUITEI STABILIRII 
UNUI DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIC 


Cînd se prezintă la laborator un cadavru, organ sau 
alt material patologic în vederea examenului bacteriologic, 
acesta se înscrie Într-un registru, unde i se dà un numar 
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de ordine, dupà care se examinează, Dacă nu se exami. 
neazà imediat, trebuie păstrat la frigider pînă în mo- 
mentul examinării. În cadrul examenului bacteriologic este 
obligatorie respectarea următoarei succesiuni: 


Examene executate direct din materialul patologic 


În executarea diferitelor examene trebuie să se res- 
pecte următoarea ordine: 

— Examenul anatomopatologic macroscopic al cadavru- 
lui sau organului. În multe cazuri, leziunea oferă puncte 
de reper prețioase, care pot orienta diagnosticul bacterio- 
logic. În cazurile cînd există leziuni atipice, neconcludente, 
sau care par deosebit de interesante, se recoltează frag- 
mente de organe în vederea exămenului histopatologic. 

— Examenul bacterioscopic direct: frotiurile se colo- 
rează prin metoda Gram. În unele cazuri, paralel cu 
metoda Gram se face și colorarea simplă cu albastru de 
metilen. În urma examenului bacterioscopic direct se 
poate stabili, în primul rând, prezența sau absența unei 
bacterii în materialul patologic. În cazul prezenţei acesteia 
pot fi observate următoarele caractere: forma germeni- 
lor; dimensiunile lor aproximative; modul de grupare, 
afinitatea tinctorialà (grampozitivitatea sau negativitatea) 
şi eventuale aspecte ale reacției organismului (procesul de 
fagocitoza). 

In cazul cînd caracterele germenului implică posibili- 
tatea prezenţei unei capsule, se va face în continuare un 
frotiu, care se va colora prin mevoda Giemsa. Cînd orga- 
nele prezintă leziuni nodulare sau focare cu un conţinut 
cazeos, se fac frotiuri care se colorează prin metoda Ziehl- 
Neelsen, pentru a pune în evidență eventuala prezență a 
bacilului tuberculozei. 

— Paralel cu examenul bacterioscopic direct se fac în- 
samíntari. Alegerea mediilor de cultură este condiţionată 
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de rezultatele examinării frotiurilor. În cazul când aceste 
examene nu ofera nici un reper, se fac totdeauna Însă- 
mânțări pe medii aerobe (bulion-agar) și anaerobe (bulion 
cu carne-geloza Veillon), simple și cu ser. Pentru bacilul 
tuberculozei, insamintarile se fac pe mediul Löwenstein. 

Insamintarile se fac indiferent de rezultatul examenu- 
lui bacterioscopic direct. Se poate întîmpla, ca în organ 
să fie un număr mic de germeni, care să nu apară în 
frotiu, dar care sa se dezvolte pe mediile de cultură. Pe 
tuburile insámüngate se notează numărul de ordine din 
registru si data, dupa care se incubează la termostat la 37°C. 
În afara acestor trei examene obligatorii mai sînt posi- 
bile următoarele probe de diagnostic din materialul pa- 
tologic: 

— Inoculari experimentale. În acest scop se fac broiaje 
din organele cele mai bogate in germeni și se inoculează 
la speciile sensibile. Inoculárile direct din materialul pato- 
logic prezintă importanță mai ales în diagnosticul bolilor 
produse de bacterii sau rickettsii, care nu cresc pe medii 
de cultură inerte. 

După executarea acestor probe, materialele patologice 
nu se aruncă, ci se păstrează la frigider pînă cînd se 
reușește izolarea tulpinii microbiene. 


Examene executate din culturi 


În rare cazuri, examenul bacterioscopic direct din ma- 
terialul patologic permite identificarea genului sau speciei 
pacteriene, De aceea se impune, în majoritatea cazurilor, 
necesitatea examinării germenului din culturi. Culturile 
se examinează, de regulă, la 24 ore de la insámintare. 
În cazul cînd la 24 ore, mediile sînt încă sterile, se 
continuă observarea lor timp de 2—3 zile, după care 
se scot din observaţie și se pun în gáleata cu infecte. 
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Culturile se urmăresc mai mult timp, pentru cá este po 
sibil ca numărul de germeni, fiind mai mic, să necesite 
o perioadă de adaptare mai lungă, sau specia a cărei izo 
lare şi identificare se urmărește să aibă o viteză de cres 
tere mai mică. Pentru cid tuberculozei, 
ținute sub observație timp de 2 luni. 

La citirea rezultatelor însămînțărilor se pot sconta 3 
posibilități: 

— mediile să ramína sterile, în care caz materialul pa- 
tologic din care s-au făcut însămânțările se consideră bac 
teriologic steril; 

— să crească pe medii o specie bacteriană în cultură 
pură. În acest caz s-a izolat o tulpină care urmează să fie 
idenuficata din punct de vedere al apartenenței de gen, 
specie şi eventual biotip; 

— sá se obțină o cultură mixtă (un amestec bacterian). 
In acest caz urmează ca fiecare specie din amestec să 
fie obținută mai întîi în cultura pură, prin una din me- 
tode (mecanice, fizice, chimice, biologice, vezi pag. 260), 
care pare a fi cea mai indicată în situația concreta res- 
pectiva. O tulpina nu poate fi supusă examenelor de iden- 
tificare înainte de a fi obținută în cultura pura. 


mediile sînt 


Identificarea tulpinilor | 


După izolarea tulpinii sau tulpinilor bacteriene se pro- 
cedează la identificarea acestora, respectind următoarea ` | 
ordine: | 

— Examenul aspectului cultural în medii lichide şi so- | 
lide. | 

Examenul caracterelor morfologice din culturi. Din 
culturi pot fi cercetate în plus, caractere morfologice a 
căror observare nu este posibilă la examenul bacteriosco- 
pic direct din organe, și anume, prezenţa sau absenţa cili- 
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lor (se examaneaza, de regulă, din culturi tinere de 12 
24 ore); prezenţa si caracterele sporului la speciile spo 
rulate, Chiar la speciile care sporulează în organe, sporii 
sînt mai frecvenți și se examinează mai bine în frotiurile 


din culturi (B. anthracis-culturi pe agar de 24—72 ore 
speciile din genul Clostridium — culturi în bulion cu carne 
de 24 ore—6 zile). 

Uneori, examenul caracterelor morfologice si culturale 
este suficient pentru a identifica genul (Staphylococcus, 
Streptococcus) și în unele cazuri chiar și specia Pseudo- 
monas aeruginosa), dar în majoritatea cazurilor este nevoie 
si de cercetarea altor caractere. 


Dacă examenul caracterelor morfologice și culturale are 
un caracter minim si obligatoriu pentru identificarea ori- 
cărei tulpini bacteriene, celelalte grupe de caractere se 
examinează în funcție de genul gi specia care sint bă- 
nuite. 

— Examenul caracterelor biochimice se face pentru iden- 
úficarea majorităţii bacteriilor de formă alungită, Gram 
negative pentru diferenţierea bacilului rujetului de Listeria 
(producția de H5S, hemoliza) etc. 

— Examenul caracterelor serologice se face pentru iden- 
tificarea salmonelelor, a brucelelor etc. 

— Examenul patogenității pentru animale de labora- 
tor prezintă, în general, importanță pentru majoritatea 
speciilor patogene. El se poate face atît direct din mate- 
rialu] patologic (cazul bacilului tuberculozei, al rickettsi- 
lor), cît $1 din culturi (majoritatea speciilor bacteriene). 

i Examenul pâtogenităţii se poate face fie sub aspect cali- 
tativ (tulpina inoculată produce sau nu produce infec- 

: "a la o anumită specie de laborator), fie cantitativ (sta 

bilind gradul de patogenitate pe baza determinării D.L.M. 
say D.L.so. 
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Lpuizarea tuturor acestor mijloace de investigaţie duce 
de multe ori, dar nu totdeauna, la stabilirea diagnosticului 
de gen sau specie. 

În problema sistematicii bacteriene, predomină astăzi 
două puncte de vedere mai importante. Primul admite 
drept criteriu de bază pentru încadrarea unei bacterii 
într-o entitate taxonomică, existența unui număr cît mai 
mare de caractere comune. Pe această concepție se ba- 
zează cea mai mare parte din sistemele de clasificare fo- 
losite astăzi. Al doilea punct de vedere, mai modern, care 
cîștigă din ce în ce mai multi adepti si care va duce foarte 
probabil în viitor la reconsiderarea mai multor entităţi 
taxonomice, se sprijină pe criterii genetice, mai ales pe 
existența unei similitudini în ce privește proporţia de gua- 
nină şi citozină din structura ADN. 

Identificarea unui germen este de multe ori o operaţie 
foarte dificilă și nu este posibilă numai pe baza folosirii 
unui ghid, cum este lucrarea de față si nici chiar a unui 
manual. În acest caz se face apel la determinatoare. Prin- 
tre determinatoarele cele mai frecvent întrebuințate cităm: 
Bergey, 1957; Krasilnikov, 1949; Hauduro;y, 
1953 s Prévot, 1961, în care sînt trecute toate genu- 
rile și speciile studiate pînă în prezent, fie în ordinea 
unei sistematici botanice (Bergey, Krasilnikov, 
Prévot), fie în ordinea alfabetică (Hauduroy). 

În cazul cînd specia izolată nu se încadrează în nici 
una din speciile trecute în determinatoare, se poate admite 
posibilitatea izolārii unei specii noi, care poate fi des- 
crisá. Încadrarea ei în sistematică nu se poate face însă 
decît în urma aprobării unui for internațional (de regulă, 
Congresele de microbiologie). Pentru unele genuri şi spe- 
cii microbiene există institute cu drepturi de centre inter- 
naționale, care au competența rezolvării poziţiei în sis- 
tematică a unor tulpini, cum este cazul centrului inter- 
național pentru salmonele. 
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Diagnosticul se trece în registrul laboratorului la nu- 
marul sub care a fost înregistrată proba și unde s-au tre- 
cut absolut toate datele anamnetice privind cazul, ca si 
toate rezultatele investigaţiilor bacteriologice. 

Fiecare tulpină este individualizatà, fie printr-un nu- 
mar, fie printr-un simbol. Numărul este totdeauna cel din 
registrul laboratorului. Simbolul poate fi numele anima- 
lului de la care s-a izolat tulpina sau numele localității, 
sau numai litera inițială a acestora etc. 

După stabilirea diagnosticului, tuburile cu tulpinile iden- 
tificate care prezintă vreun interes deosebit se păstrează 
în colecții bacteriene. 

În ultimii ani, s-a adoptat uzanta publicării de cataloage 
cu cele mai importante colecții microbiene din lume. 


INDEX ALFABETIC 


A 


Acetil- metil-carbinol, reacţie 288 
Acidorezistenta 155, 222 
Actinobacillus equuli 85 

5 lignieresii 83 

3 mallei 86 
Actinobaciloza 83 
Actinomicoza 165 
Actinomyces bovis 165 


$ israelii 167 

S necrophorus 89 
Aerobacter aerogenes 47 

` cloacae 47 


Aeromonas punctata 34 
Aerosaculitá 180 
Agalaxie contagioasă 180 


Agar 237 
» cu azid sodiu 108, 240 
5 CU O, 1325240 


» CU sînge 237 

„ CU sînge si cristal violet 109 
» cu sulfatiazol 55 

» Elicerinat 86, 93, 238 
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Agar hiperclorurat 101, 108, 241 
„ moale 237, 270 
s PPEO 181; 251 
Aglutinine 316 
Aglutinogen 316 
Albastru de metilen, colorare 218, 
229 
Albastru de toluidină, colorare 229 
Alcool flambare, fixare 217 
Alexina 329, 333 
Amidon, hidroliza 280 
Anaerostat 263 
Andrade, indicator 279 
Antibiograma 299 
Antibiotice, sensibilitate bac- 
terii 229 
Anticomplementaritate 332 
Antiseptice 304 
Antrax 128 
Apă ppranată 278 
Arnold, cuptor 202 
Ascoli, reacția 130, 323 
Autoclav Chamberland 204 
Autoclavare 203 


> 


Bacillus anthracis 1: 
cereus 131 
» larvae 132 
Bacilul botulinic 139 
„cărbunelui 127 
„cărbunelui bacteridian 127 
»  cirbunelui enfizema- 
tos 142 
„cărbunelui simptomatic 
142 
Johne 163 
Koch 154 
Malassez Vignal 76 
morvei 86 
necrozei 89 
». rujetului 120 
»  Schmorl 89 
Bacteridia cărbunoasă 127 
Bacterium necrophorum 89 
Bacterium pseudotuberculosis 
rodentium 76 
Bacterium viscosum equi 85 


Baird Parker, mediu 100, 242 
Bedsonia 193 


CAMP, test 112, 293 

Capsula, colorare 228 

Cartof glicerinat 86, 95, 156, 238 
Casares Gill, colorare 230 
Catalaza, test 289 

Cazeina, comportare bacterii 284 
Cárbune bacteridian 127 


B 


302 

» hidrogen sulfurat 282 
Berkefeld, filtru 206 
Bordetella bronchioseptica 79 


Benzi antibiotice 


Borrelia anserina 171 
Botulism 139 
Bradsot 144 
Braun (test KCN) 291 
Braxy 144 
Bronhopneumonie enzootică 118 
Brown, scara nefelometrică 272 
Brucella abortus 93 
canis 93 
melitensis 93 
neotomae 93 
ovis 93 
> suis 93 
Bruceloza 93 
Bulion cu ficat 251 
cu singe 238 
cu ser 237 
S PPLO 181, 250 
Burnet, test 95 


55 
» 
” 


» 


» 


» 


Cărbune emfizematos 142 
simptomatic 142 
Chamberland autoclav 204 
a filtru 206 
Chapman, mediu 100, 242 
Cheratoconjunctivita bovini 88 
Chlamydia psittaci (ornithosis) 
194 


» 
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Cili, colorare 230 
Citrat de sodiu, mediu 291 
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Citrobacter freundii 46 
Clostridium botulinum 139 


y chauvoei 142 

» histolyticum 152 

» novyi 146 

» oedematiens 146 

» oedematis maligni 144 
^ perfringens 148 

$ septicum 144 

^ tetani 136 


S welchii 148 
Coagulare lapte 284 
Coagulare plasmă citratată 103, 
293 


D 


Denitrificare, test 289 
Dezinfectante 209, 305 
Diagnostic diferenţial medii 243, 

248 
Difuzimetrică, metodă 300 
Difuziune verticală 326 
Diluţii, antibiograma 302 

»  numărători bacterii 273 


Edward, mediu 241 
Edemul malign (porc) 144 
Ehrlich Bóhme, reactiv 283 
Ehrlichia bovis 192 i 
>= canis 192 
- ovina 192 
Elek, tehnica 327 
E.M.B,, mediu 44, 59, 243 
Endo, mediu 44, 59, 248 
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;oagulator 205 

soagulazá 103, 294 
;oeficient fenolic 305 
olibacil 42 » 

olibaciloza 42 

Coriza infecțioasă păsări 82 


N PN N ^ 


~ 


Corynebacterium equi 118 


A Kutscheri 118 
» ovis 118 

» pyogenes 116 
" renale 118 


Cowdria ruminantium 192 

Coxiella burneti 189 

Cristal violet, agar cu sînge 
109 


Diplococcus pluton 115 

3 pneumoniae 114 
DLso 352 
DLM 352 
Doza minimá letali 352 
Drigalsky, mediu 44, 59, 218 
Durham, tub 280 


Enterita hipertrofiantă 163 
Enterococi 111 
Enterotoxina 46, 105 
Erwinia amylovora 52 
Erysipelothrix insidiosa 120 

A rhusiopathiae 120 
Escherichia coli 42 


s freundii 46 


Febra Q 189 
Fibrinolizina 104 
Filtru Berkefeld 206 
» Chamberland 206 
» din sticlă 206 
» Seitz 206 


Gangrena gazoasă 144 
Gassner, mediu 249 
Geloza glicero-glucozatá 240 


»  lactozati cu albastru 
bromtimol 248 
»  lapte 


» Mac Conkey 244 
> WV .252 


Haemophillus canis 82 


= cuniculi 82 
" gallinarum 82 
» influenzae 82 
e ovis '82 

suis 80 


Hansen, colorare spor 227 
Hemoliza, test 292 
Hemolizine, anticorpi 335 
enry, mediu 240 
Hepatita necrotică, 146 


Imbogásire, medii 245 
Imunodifuzie 325 


Fixare frotiu 217 
» complementului, reactie 329 
Flambarea 202 


Flotatiei, metodi 155 
Francisella tularensis 77 
Frazier, mediu 286 


Geloza singe 238 

» Veillon 253 
Germ free, animale 363 
Giemsa 228 


Gnotobiologia 363 
Godeuri, agar 301 
Gram, metoda 219 
Gurma 108 


Hialuronidaza 104, 112 
Hidrogen sulfurat, test 282 
Hidroliza amidonului 280 

* cazeinei 284 

» ureei 281 
Hidropericardita 192 
Hidropizia crapului 34 
Hiss, mediu 279 
Holera aviară 68 

AN om 42 

Hotis Miller, test 284 


Indicator Andrade 279 
Indol, reacție 218 


Kaufímann-Miller, mediu 245 


KCN, test 291 
Kitasato, balon 207 
Klebsiella pneumoniae 48 


Lapte turnesolat 284 
Lecitinaza, test 287 
Leifson, colorare 231 

.  mediu 59, 247 
Leptospira, genul 174 
Leptospiroza 174 
Levin, mediu 44, 243 
Leucocidina 104 
Lichefierea gelatinei 285 


272 
Mac Conkey, mediu 244 


Malleomyces mallei 86 
Membrane filtrante 206 


Micrometru ocular 232 
> obiectiv /232 


Necrobaciloza 89 


Necrodermotoxina 104 
Necropsie 352 


Malonat de sodiu, test 291 


Micoplasmoza respiratorie 180 
Microculturi, metoda 156 


M 


Mac Farland, scară nefelometrică 


N 


Necrobacterium necrophorum 89 


Korthov, mediu 174, 250 
Koster, metoda colorare 226 
Kovacs, reactiv 28) 


Lichefierca serului coagulat 287 

Limfadenita cazeoasá 118 

Limfangita ulceroasá 118 

Limfogranulomatoza 194 

Liofilizare 271 

Listeria monocytogenes 123 

Listerioza 123 

Loca americană 132 
„europeană 115 

Löwenstein, mediu 139, 239 


Miyagawanella 194 
Mobilitate 213, 214, 267 
Moraxella bovis 88 


Morva 86 
Mycobacterium avium 154 
ză bovis 154 
z microti (muris) 
» 154 
Monocitoza paratuberculosis 163 
á tuberculosis 154 


Nefelometrici, metoda 272 
Nitrati, reducere 289 
Nocardia asteroides 168 
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O 


Oakley-Fulthorpe, tehnica 326 
Orhiepididimita brucelicá 93 
Ornitozá 194 

Ou, medi 239 


P 


Pampana, test 95 
Paracolobactrum orizonae 51 
Pararickettsia 194 
Pasteur, cuptor 202 

» pipeta 216 
Pasteurella anatipestifer 75 

- animalium 68 

A haemolytica .74 

> multocida 68 
pseudotuberculosis 76 
septicemiae 75 
^ tularensis 77 
Pasteureloza 68 
Petroff, metoda 157 
Peripneumonia contagioasă 180 
Pfeifferella anatipestifer 75 

» mallei 86 
Picătura suspendată 294 
Pielonefrita 118 


» 


» 


Reducere, nitrați 289 
substanțe colorante 


» 


R.F.C, 329 


Saenz-Costil, 
Salmonélla 57 
Schmor], bacilul lui 89 


metoda 157 


tehnica 327 
326 
289 


Ouchter lony, 
Oudin, 


Oxidazá, 


tehni« a 
Lest 


Piobaciloza 116 
Piocianina 32 
Piosepticemia mínjilor 118 
Plectiridium tetaní 136 
Pneumococ 114 
P.P.L.O., medii 251 
Precipitine 322 
Precipitinogen 322 
Proteolitice, proprietăți 285 
Proteus inconstans 54 
mirabilis 54 
morgani 54 
rettgeri 54 

» vulgaris 54 
Pseudomonas aeruginosa 30 
> pyocyanea 30 
Pseudomonoza 30 
Pseudotuberculoza 76, 118 
Psitacoza 194 


» 
» 


» 


Rickettsia burneti 189 
Roux, tub 238 
Rujet 120 


Seitz, filtru 206 
Selenit acid de sodiu 246 
Septicemie hemoragică 68 
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Seroaglutinare lentă 318 

" lizà 176, 321 

5 rapidă pe lamă 

316 

Serofloculare 324 
Seroneutralizare 345 
Seroprecipitare 322 

à Ascoli 323 

» in gel 325 
Serratia marcescens 53 
SIM, mediu 294 


Targnet, metoda 157 
Tarrozi, mediu 251 
Termostat 259 
Tetanos 136 
Tindalizare 204 


Uhlenhuth, mediul 250 
Uree, hidrolizá 281 


Veillon, geloza 253 
Verde briliant, mediu 244 
VF, mediu 251, 252 
Vibrio bubulus 39 

» cholerae 42 

, coli 40 

Ri comma 42 

» fetus 36 


Sphaerophorus necrophorus 89 
Spirochaeta anserina 171 
ý gallinarum 171 

Spirochetoza 171 
SS, mediu 244 
Stafilocoagulaza 103 
Stamp, colorare 224 
Staphylococcus aureus 100 

* epidermidis 109 

» pyogenes 100 


Titrul aglutinant 317 
Toxicitate, indice 306 
Tuberculoza 154 
Tularemia 77 

Tus de China 229 


Uree-indol, mediu 295 


Vibrio metschnikovii 40 

» piscium 41 
Vibrionul septic 144 
Vibrioza 36 
Vidal, reactia 320 
VL, mediu 252 
Vogel-Johnson, mediu 243 
Voges Proskauer, reacția 288 


Wassermann, tub 320 
Weinberg, tub 253 
Welchia perfringens 148 


Yersinia pseudotuberculosis 76 


Ziehl-Neelsen 158, 222 


Y 


Z 


Wilson-Blair, mediu 246 
Wright, reactia 320 


Yersin (tuberculoza tip) 161 


Zoná, fenomen de 320 
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